an

o

UNICAMP

MARINA PEREIRA COLELLA

ESTUDO DO ESTADO DE
HIPERCOAGULABILIDADE NA DOENCA

FALCIFORME

CAMPINAS

2013



ii



"

"

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

MARINA PEREIRA COLELLA

ESTUDO DO ESTADO DE HIPERCOAGULABILIDADE

NA DOENCA FALCIFORME

Dissertacdo de Doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade de Campinas para obtengdo de titulo de
Doutora em Clinica Médica, area de concentracao Clinica Médica.

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Fabiola Traina
Co-Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Erich Vinicius de Paula

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA POR MARINA
PEREIRA COLELLA, E ORIENTADA PELA PROFA.
DRA. FABIOLA TRAINA.

( 4,‘7/({‘“[(1 \ .//‘) Ma_.

CAMPINAS
2013

iii



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Colella, Marina Pereira, 1981-
CB76e Estudo do estado de hipercoagulabilidade na doenga falciforme / Marina
Pereira Colella. — Campinas, SP : [s.n.], 2013.

Qrientador: Fabiola Traina.

Coorientador: Erich Vinicius de Paula.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Anemia falciforme. 2. Doenga da hemoglobina SC. 3. Hidroxiureia. 4.
Hipercoagulabilidade. 5. Inflamag&o. |. Traina, Fabiola. Il. Paula, Erich Vinicius de.
lll. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Giéncias Médicas. V.
Titulo.

[ = Bibii Diait

Titulo em outro idioma: Study of the hypercoagulability state in sickle cell disease
Palavras-chave em inglés:

Anemia, Sickle cell

Hemoglobin SC Disease

Hydroxyurea

Hypercoagulability

Inflammation

Area de concentragao: Clinica Médica
Titulagao: Doutora em Clinica Médica

Banca examinadora:

Fabiola Traina [Orientador]

Vania Maris Morelli

Maria Stella Figueiredo

Simone Cristina Olenscki Gilli

Licio Augusto Velloso

Data de defesa: 22-10-2013

Programa de Pos-Graduagao: Clinica Médica

iv



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO
MARINA PEREIRA COLELLA

ORIENTADORA: PROF. DR. FABIOLA TRAINA
COORIENTADOR: PROF. DR. ERICH VINICIUS DE PAULA

MEMBROS:

1. PROF. DR. FABIOLA TRAINA ‘?(ahdﬂ:" %yﬂﬁ‘g_..-.

//: WA W
2. PROF. DR. VANIA MARIS MORELLI L £

¥4 ﬁ /
3. PROF. DR. MARIA STELLA FIGUEIREDO Z 1z }%‘"M‘/A{é

4. PROF. DR. SIMONE CRISTINA OLENSCKI GILLI

5. PROF. DR. LICIO AUGUSTO VELLOSO 1y %Mé}
| e

Programa de Pés-Graduacdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 22 de outubro de 2013




vi



DEDICATORIA

Aos meus pais, aos quais tudo devo.

Ao meu marido, Marcos, pelo apoio, carinho e compreenséo.

vii



viii



AGRADECIMENTOS

A Fabiola, que depositou tanta confianca em mim. Muito obrigada pela
amizade, pelo apoio irrestrito em todas as etapas deste projeto, por todo
incentivo a minha formagéo profissional, e pela orientagdo que ultrapassa a

tese.

Ao Erich, pelo apoio, amizade, e pelas valiosas discussbes ao longo de todo

projeto, sempre contribuindo com ideias enriquecedoras.
A Dra Nicola, pelo apoio e colaboragéo.
A Camila, por toda ajuda no projeto dos camundongos.

Aos professores Dra Joyce, Dra Sara e Dr Fernando por terem apoiado este

projeto.

Aos funcionarios do laboratério de hemostasia, em especial a Susan, e aos
colegas do laboratério de biologia molecular, em especial o Jodo, por toda

ajuda.
Aos meus amigos e familiares, pelo apoio ao longo de toda esta trajetéria.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

ix






Este estudo foi financiado com recursos fornecidos pela FAPESP (projeto
2009/16488-7), CNPq (projeto481550/2011-9), e pelo Instituto Nacional de

Ciéncia e Tecnologia do Sangue (INCT Sangue/CNPq) (projeto 2008/57895-

1),

Xi



xii



RESUMO

A anemia falciforme (AF) é caracterizada pela presenga de crises
vaso-oclusivas e hemdlise intravascular com consequente deplecéo de 6xido
nitrico, ativacdo endotelial e inflamagdo crénica. Praticamente todos os
elementos da coagulacado estdo alterados na diregdo pro-coagulante na AF,
de forma que uma incidéncia aumentada de eventos tromboembdlicos tem
sido descrita nesta doenca. A hidroxiuréia € atualmente um dos pilares do
tratamento destes pacientes, tendo como principal acdo induzir um aumento
da hemoglobina fetal. A hemoglobinopatia SC (HbSC) é a segunda
hemoglobinopatia mais prevalente ap6s a AF. Sabe-se que ha uma
incidéncia elevada de eventos tromboembdlicos na HbSC, porém conhece-se
muito pouco sobre a ativagdo da coagulacao nesta doencga.

O presente estudo foi dividido em duas partes, tendo dois objetivos
principais: (1) testar a hipotese de que a hidroxiuréia teria um efeito benéfico
no estado de hipercoagulabilidade visto na AF; (2) avaliar o estado de
hipercoagulabilidade presente na HbSC. Na primeira parte do estudo
avaliamos a acao da hidroxiuréia nos principais componentes do balanco
hemostatico em pacientes com AF tratados (SS-HU) ou ndo (SS) com
hidroxiureia; e estudamos o efeito da hidroxiureia na ativagcdo final da
coagulacdo em um modelo murino de AF incapaz de expressar a
hemoglobina fetal. Nossos resultados mostraram que o tratamento com
hidroxiuréia esteve associado com melhora dos marcadores de ativagdo da
coagulacédo, incluindo reducdo na expressdo génica de fator tecidual (FT)
(5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU], p=0.02) e diminuicdo nos niveis plasmaticos de FT

(p=0.01), complexo trombina-antitrombina Ill (TAT) (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU],
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p=0.03) e fragmento 1+2 da protrombina (301.5[SS] vs. 245[SS-HU], p=0.09).
Os pacientes tratados com hidroxiuréia também apresentaram redugdes
significativas dos niveis de trombomodulina soltuvel (3.6[SS] vs. 2.5[SS-HU],
p=0.0007) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (2.7[SS] vs. 0.3[SS-HU],
p<0.0001). A reducdo dos marcadores de hipercoagulabilidade apresentou
correlagdes significativas com o aumento da HbF e redugdes dos marcadores
de hemdlise, ativacao endotelial e inflamag¢do. Em modelo murino de AF, a
hidroxiuréia resultou em diminuicdo dos niveis plasmaticos de TAT
(138.5[salina] vs. 106.7[HU], p=0.05). Esses resultados fornecem evidéncias
de um efeito benéfico da hidroxiuréia em reduzir o estado de
hipercoagulabilidade na AF.

Na segunda parte do presente estudo, nds avaliamos os diversos
componentes do balango hemostatico nos pacientes com HbSC e
comparamos com os pacientes AF (SS e SS-HU). A comparacdo dos
marcadores de hipercoagulabilidade entre pacientes HbSC e AF revelou que
a expressao génica do FT foi semelhante ao encontrado na AF (2.6[SC] vs.
3.1[SS+SS-HU], p=0.2), enquanto os niveis de TAT e D-dimero foram
inferiores (TAT: 4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU], p<0.0001; D-dimero: 710.4[SC]
vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003). Em comparagdo com pacientes com AF, os
pacientes com HbSC apresentaram niveis semelhantes de trombomodulina
soltvel (3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6), TNF-a (2.7[SC] vs. 2.2[SS+SS-
HU], p=0.5), e niveis inferiores de interleucina 8 (2.5[SC] vs. 3.2[SS+SS-HU],
p=0.05). Dentre os pacientes com HbSC o0s marcadores de
hipercoagulabilidade também apresentaram correlagdes significativas com

marcadores de hemdlise e inflamagéo.
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Em concluséo, nossos resultados fornecem evidéncias de um efeito
benéfico da hidroxiuréia em reduzir o estado de hipercoagulabilidade na AF e
demostram que existe uma ativacdo da coagulacdo na HbSC quando
comparados a individuos normais, porém nado tao intensa quanto a vista na

AF.
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ABSTRACT

Sickle cell anemia is characterized by the presence of vaso-occlusive
crises and intravascular hemolysis with consequent depletion of nitric oxide,
endothelial activation and chronic inflammation. Virtually all of the
components of coagulation are altered in the procoagulant direction in sickle
cell anemia, and thus an increased incidence of thromboembolic events has
been described in this disease. Hydroxyurea is currently one of the mainstays
of treatment of these patients, with the primary action of inducing an increase
in fetal hemoglobin. Hemoglobin SC disease is the second most prevalent
hemoglobinopathy after sickle cell anemia. There is a high incidence of
thromboembolic events in hemoglobin SC disease, but very little is known
about the activation of coagulation in this disease.

This study was divided into two parts, with two main objectives: (1) test
our hypothesis that hydroxyurea would have a beneficial effect on the
hypercogulable state seen in sickle cell anemia; (2) evaluate the
hypercoagulable state present in hemoglobin SC disease. In the first part of
this study we evaluated the effect of hydroxyurea in the main components of
the hemostatic balance of sickle cell anemia patients treated (SS-HU) or not
(SS) with the drug; and we also evaluated the effect of hydroxyurea on
thrombin generation in a sickle cell murine model, uncapable of expressing
fetal hemoglobin. Our results showed that treatment with hydroxyurea was
associated with reduced markers of coagulation activation, including a
reduction in the expression of the tissue factor gene (5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU],
p=0.02) and in plasma levels of tissue factor (p=0.01), thrombin-antithrombin

complex Il (TAT) (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU], p=0.03), and prothrombin
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fragment 1+2 (301.5[SS] vs. 245[SS-HU], p=0.09). Patients treated with
hydroxyurea also presented reductions in the levels of soluble
thrombomodulin (3.6[SS] vs. 2.5[SS-HU], p=0.0007) and tumor necrosis fator-
alpha (TNF-a) (2.7[SS] vs. 0.3[SS-HU], p<0.0001). Hypercoagulability
markers presented significant correlations with the increase in fetal
hemoglobin levels and reductions in hemolysis, endothelial activation and
inflammation markers. In the murine model of sickle cell anemia hydroxyurea
resulted in reduction of plasma levels of TAT (138.5[saline] vs. 106.7[HU],
p=0.05). These results provide evidence that treatment with hydroxyurea has
a beneficial effect of reducing the hypercoagulability state seen in sickle cell
anemia.

In the second part of this study, we studied the various components of
the hemostatic balance in hemoglobin SC disease patients and compared
them with sickle cell anemia patients (SS and SS-HU). The gene expression
of tissue fator was similar to the expression seen in sickle cell anemia
(2.6[SC] vs. 3.1[SS+SS-HU], p=0.2), while the levels of TAT and D-dimer
were lower (TAT: 4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU], p<0.0001; D-dimer: 710.4[SC]
vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003). In comparison to patients with sickle cell
anemia, patients with hemoglobin SC disease presented similar levels of
soluble thrombomodulin (3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6), TNF-a (2.7[SC]
vs. 2.2[SS+SS-HU], p=0.5), and lower levels of interleukin 8 (2.5[SC] vs.
3.2[SS+SS-HU], p=0.05). In hemoglobin SC patients, the hypercoagulability
markers presented significant correlations with hemolysis and inflammation

markers.
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In conclusion, our results provide evidence that treatment with
hydroxyurea has a beneficial effect of reducing the hypercoagulability state
seen in sickle cell anemia, and that there is an activation of coagulation in
hemoglobin SC disease when compared to normal individuals, but not as

intense as seen in sickle cell anemia.
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1.1. Fisiopatologia da anemia falciforme

A anemia falciforme (AF) resulta de uma mutagéo de ponto no cédon 6
da cadeia beta da hemoglobina, onde o 17° nucleotideo adenina é trocado
por timina. Esta mutagcédo gera a substituicAo do aminoacido acido glutamico
pela valina, levando a formagao da hemoglobina S (HbS)(Ingram 1958). O
evento primario na patogénese da AF é que a HbS é soluvel apenas se
oxigenada, quando desoxigenada ela se torna insolivel e sofre
polimerizagdo. Estes polimeros preenchem as hemacias, danificam a sua
arquitetura e flexibilidade e levam a desidratacdo, deformacéo e falcizacao
das hemacias. Como consequéncia temos as duas caracteristicas principais
da doenca que sdo as crises vaso-oclusivas e a anemia hemolitica crénica.
Os episodios agudos de vaso-oclusdo sdo causados por obstrugdo da
microcirculagéo por eritrécitos rigidos e deformados e leucécitos, levando a
isquemia tecidual. Ao ocorrer a restauragdo do fluxo sanguineo a lesao
tecidual se agrava pela reperfusdo, ocasionando danos oxidativos. A anemia
hemolitica intravascular também é causada pela polimerizacdo da HbS. Além
da anemia, a hemdlise crénica também contribui para o desenvolvimento de
uma vasculopatia progressiva, caracterizada por hipertensdo pulmonar e
sistémica. A anemia hemolitica e os episodios de vaso-oclusdo ocasionam as
diversas manifestacdes clinicas que caracterizam a AF, tais como anemia,
crises algicas, sindrome toracica aguda, osteonecrose, priapismo,
hipertensdo pulmonar, insuficiéncia renal, retinopatia, uUlceras de perna e

alteracoes cardiacas.

A fisiopatologia da AF é complexa e multisistémica. Além das crises

vaso-oclusivas e da anemia hemolitica existem mudltiplas outras alteracoes
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ocorrendo concomitantemente que estédo interligadas entre si. Sabe-se que
na AF ocorre um estado pro-inflamatdrio crénico (Platt 2000; Hebbel et al.
2004; Qari et al. 2012), disfungdo endotelial crénica (Hebbel et al. 2004;
Conran and Costa 2009) e multiplas alteragdes pro-coagulantes. Na realidade
praticamente todos os elementos da coagulacao estdo alterados no sentido

pro-coagulante e a AF € também um estado crénico de hipercoagulabilidade

1.2. Regulacao do balanco hemostatico

A formacdo do codgulo hemostético requer em Uultima instancia, a
conversdo de fibrinogénio em fibrina mediada pela a¢do da trombina. O
agente indutor fisiolégico da coagulacao in vivo é o fator tecidual (FT), que é
uma proteina transmembrana encontrada em diversas linhagens celulares do
subendotélio (Furie and Furie 2008). De forma simplificada, a inicializagdo do
processo da coagulagdo ocorre na superficie destas células onde, apds a
lesdo vascular, o FT forma um complexo com o fator VII ativado presente em
pequenas quantidades na circulagéo, ativa o fator X, que entdo desencadeia
a geracao de trombina. O processo pode ser dividido em trés fases: a
inicializacao, propagacéo e finalizagdo (Hoffman 2003). Ao final temos a
geracdo de trombina em grandes quantidades, através de reagdes na
superficie plaquetaria. Na etapa final deste processo de geracdo e
degradacdo da trombina e da fibrina, sdo formados alguns marcadores
considerados marcadores da geragao de trombina e da fibrindlise, sdo eles: o
complexo trombina-antitrombina Ill (TAT), o fragmento 1+2 da protrombina

(F1+2) e o D-dimero (DD) (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema ilustrando de forma simplificada a geracao de
trombina e seus marcadores. O fator tecidual (FT) é o principal iniciador
fisiologico da coagulagao in vivo. O FT é o receptor celular e cofator do fator
VIl da coagulacdo. O complexo TF:FVlla numa superficie que contenha
fostaditidilserina causa ativagao do fator X, iniciando uma cascata de reagoes
enzimaticas que culminam com a formacao de trombina e trombo de fibrina.
A geracdo e degradagédo da trombina e fibrina formadas sdo mensuradas
através do complexo trombina-antitrombina Il (TAT), do fragmento 1+2 da

protrombina (F1+2) e do D-dimero (DD).

O balango hemostatico depende do equilibrio entre estes fatores pro-
coagulantes e o0s anticoagulantes naturais e também da restricdo do
processo as superficies celulares que normalmente estdo separadas pelo
endotélio. As reagdes pré-coagulantes estdo localizadas em superficies
celulares especificas, limitando o processo ao local de lesdo vascular. O
endotélio € o 6rgao central na manutencdo deste equilibrio, ao separar as

células portadoras de FT das plaquetas e fatores da coagulagéo presentes no
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intravascular. E fundamental esta integridade do endotélio como mecanismo

de controle, prevenindo uma coagulacao disseminada e patoldgica.

1.3.Evidéncias clinicas de hipercoagulabilidade na anemia

falciforme

Existem inUmeras evidéncias clinicas indicando a existéncia de um
estado de hipercoagulabilidade na AF. A consequéncia clinica principal deste
estado pré-coagulante € a tendéncia para os eventos trombdéticos, tanto
arteriais quanto venosos. O principal exemplo disto é o acidente vascular
cerebral isquémico (AVCi), uma importante causa de morbidade e
mortalidade em adultos e criangas com AF, chegando a uma prevaléncia de
quase 10% aos 50 anos (Ohene-Frempong et al. 1998). Criangas com AF
apresentam uma das maiores taxas de AVCi, com uma incidéncia de cerca
de 240 casos por 100 000 pessoas-ano (Earley et al. 1998), em comparacao
com a incidéncia de 2,3 por 100 000 em popula¢cdées ndo selecionadas de
criangas (Fullerton et al. 2003). Estudos de ressonancia magnética mostram
que aos 6 anos de idade pelo menos 25% das criangas com AF apresentam
infartos cerebrais silenciosos (aparentes apenas na imagem, sem
manifestacoes clinicas) e esta prevaléncia chega aos 37% aos 14 anos de
idade (Bernaudin et al. 2005; Kwiatkowski et al. 2009). Os principais fatores
de risco para ocorréncia de infartos cerebrais silenciosos em criangas sao
pressdo arterial sistémica elevada e menores niveis de hemoglobina,
indicando que pacientes com maior atividade hemolitica apresentam maior

risco de AVCi (DeBaun et al. 2012).
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Eventos tromboembdlicos venosos também apresentam uma
incidéncia aumentada em pacientes com AF, em especial o
tromboembolismo pulmonar (TEP). Em um levantamento de dados de
pacientes hospitalizados nos Estados Unidos, foi encontrada uma prevaléncia
quatro vezes maior de TEP nos pacientes com doenca falciforme (DF)
(incluindo individuos com AF e hemoglobinopatia SC), em comparagao com
os demais pacientes (Stein et al. 2006). Durante o periodo de observacao
(1979-2003) a prevaléncia de TEP nos individuos com AF abaixo dos
quarenta anos de idade foi de 0,44%, em comparacdo com 0,12% nos
pacientes afro-descendentes desta faixa etaria sem AF. A prevaléncia de
trombose venosa profunda (TVP) foi similar nos dois grupos. Em um segundo
estudo americano, a incidéncia de TEP foi 50-100 vezes maior na populagcao
hospitalizada com DF em comparagao com a populagédo geral (Novelli et al.
2012). Estudos de autdpsia em pacientes com AF demonstraram a presenca
de trombos novos e velhos na circulacdo pulmonar em 25 a 60% dos
pacientes (Oppenheimer and Esterly 1971; Haupt et al. 1982; Manci et al.
2003). O TEP é uma importante complicagdo clinica na AF, sendo
considerada a principal causa de 6bito associada a sindrome toracica aguda
(Vichinsky et al. 2000). A sindrome toracica aguda é uma complicagao clinica
caracterizada por dor toracica podendo ser acompanhada por febre,
hipoxemia, tosse e alteragcdes na radiografia de térax. O diagndstico da
sindrome toracica aguda é sindrémico, e dentre as etiologias possiveis estao

o TEP, microinfartos, embolia gordurosa e infecgdes.
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A AF também é considerada um fator de risco significativo para a
ocorréncia de tromboembolismo relacionado a gestagdo, com um odds ratio

de 6,7 (James et al. 2006).

Individuos com trago falciforme também tém um risco aumentado para
eventos tromboembodlicos (Austin et al. 2007). Em comparagdo com o grupo
controle (afro-americanos hospitalizados sem traco), a incidéncia de
tromboembolismo venoso (TEV) foi duas vezes maior nos afro-americanos
com traco falciforme (odds ratio de 1,8, intervalo de confianca de 95% 1,2-
2,9). O risco de TEP foi quatro vezes maior (odds ratio de 3,9, intervalo de
confianga de 95% 2,2-6,9) e o de TVP né&o foi significativamente diferente
entre os dois grupos. De acordo com estimativas do estudo, a proporgéo de
TEV nos afro-americanos atribuivel ao trago falciforme foi de cerca de 7%.
Este € um efeito mais importante do que o efeito da mutacéo da protrombina
ou fator V de Leiden na populacao branca. Ao compararmos os dados deste
estudo com os do estudo caso-controle MEGA, grande estudo populacional
holandés de fatores de risco de TEV, a presenca do traco falciforme se
associou a um odds ratio de 3,9 para TEP em comparacdo com um odds
ratio de 1,7 para o fator V de Leiden e de 2,3 para a mutacéo da protrombina
(van Stralen et al. 2008; van Langevelde et al. 2012). A grande implicagao
dos achados deste estudo € o reconhecimento de que o traco falciforme e a
AF/DF sdao uma forma importante de trombofilia hereditaria na populagcao

afro-descendente.

Além da incidéncia aumentada de eventos tromboéticos, acredita-se
que o estado de hipercoagulabilidade da AF contribua para um espectro de

complicagbes ligadas a hemdlise e disfungdo endotelial, tais como a
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hipertensdo pulmonar, o priapismo e as Ulceras de membros inferiores
(Morris 2008). Parece haver uma relacdo entre a ativacdo hemostatica e o
desenvolvimento da vasculopatia de hipertens&o pulmonar, uma importante
causa de mortalidade na AF (Villagra et al. 2007; Ataga et al. 2008). Ha
também evidéncias de associagbes entre niveis de marcadores pro-
coagulantes e desenvolvimento de retinopatia e AVCi (Ataga et al. 2012). O
aumento nos marcadores biol6gicos de hipercoagulabilidade observado em
pacientes em estado estavel se agrava muito mais durante crises dolorosas,
0 que pode sugerir um possivel papel da hipercoagulabilidade no
desenvolvimento de eventos vaso-oclusivos (Solovey et al. 1998; Tomer et al.

2001; Shet et al. 2003; van Beers et al. 2009).

1.4. Mecanismos que levam a hipercoagulabilidade na anemia

falciforme

O mecanismo central responsavel pela ativacdo da coagulagdo na AF
€ motivo de debate, nao existindo um consenso nesta questao. Existem trés
fatores que parecem contribuir de forma somatéria para o desenvolvimento
da hipercoagulabilidade, sdo eles: a disfuncdo endotelial, a inflamacéo e a

hemolise intravascular.

A. Disfunc¢ao endotelial

A  hemdlise intravascular acarreta uma diminuicdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO). Durante a hemdélise a hemoglobina
€ liberada do citoplasma das hemacias para o plasma, onde ela rapidamente

reage com o NO levando ao seu consumo e reducdo. Também ocorre
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liberacdo da arginase eritrocitaria durante a hemolise, 0 que reduz a
biodisponibilidade da arginina, um importante substrato para a sintese de NO
pelas enzimas NO sintases. O NO é um regulador fundamental da
homeostasia do endotélio e a sua deficiéncia acarreta um estado de
disfuncdo endotelial. Além disso, o NO tem propriedades que inibem a
ativacao plaquetaria, a expressdo de FT e a geracdo de trombina e a sua
deficiéncia tem uma importante contribuicdo para o estado pré-trombético
(Gladwin and Kato 2008; Morris 2008). O nivel sérico da enzima lactato
desidrogenase (LDH) é considerado um marcador clinico de hemdlise
intravascular e de biodisponibilidade do NO. A LDH serve como um marcador
de disfungdo endotelial associada a hemdlise, que caracteriza um grupo de
portadores de AF com um subfendtipo clinico de hipertensdo pulmonar,
Ulceras de membros inferiores, priapismo, e ébito precoce (Kato et al. 2006).
Na AF temos um endotélio anormalmente ativado, pré-adesivo e pro-
coagulante. Evidéncias indiretas de que o endotélio vascular na AF estd com
uma atividade exacerbada provém inicialmente de estudos das células
endoteliais circulantes (CECs) (Solovey et al. 1997). Nos portadores de AF
estas células estao presentes na circulagdo em numero aumentado e durante
as crises vaso-oclusivas o niumero de CECs aumenta expressivamente. Uma
caracteristica importante destas CECs é que elas apresentam uma maior
expressdo de moléculas de adesdo, tais como a molécula de adesao
intercelular (ICAM), a molécula de adesao de células vasculares (VCAM) e a
E-selectina. Além disso, foi demonstrado que as CECs expressam na sua
superficie o FT (Solovey et al. 1998). As CECs de individuos com AF

expressam FT em porcentagem muito maior do que individuos normais (78%
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x 10%), sendo esta expressdo maior nos episodios de crise algica (83%) do
gue no estado crénico (66%). Esta € uma alteragdao extremamente importante
porque o FT é o grande iniciador fisiol6gico da coagulacdo, e ao ser exposto
na circulagdo ele pode desencadear uma ativacao das vias da coagulagéo. A
analise de imunofluorescéncia destas CECs positivas para FT mostrou que
elas também carregam o fator VII/Vlla e sdo capazes de converter o fator X
em Xa. Este dado é corroborado por um estudo anterior que mostrou que
pacientes com AF apresentam niveis séricos menores do fator VI, indicando
uma meia vida plasmatica reduzida deste fator nestes pacientes,
possivelmente devido a maior exposi¢do ao FT (Kurantsin-Mills et al. 1992).

O fator de von Willebrand (FVW) é uma glicoproteina multimérica
mediadora da adeséo plaquetaria que é secretada pelas células endoteliais.
Em estados de ativagdo endotelial ocorre liberacdo de grandes quantidades
de moléculas muito grandes e hiperadesivas do FVW. Na AF foi demonstrado
que existe uma quantidade elevada do antigeno de von Willebrand no
plasma, com presenca de grandes quantidades de multimetros ultra-largos
do FVW e uma atividade exacerbada do FVW (Chen et al. 2011). O aumento
de grandes multimeros de FVW néo reflete uma deficiéncia de ADAMTS13,
mas pode ser resultado de secregcdo endotelial aumentada e/ou resisténcia
do FVW a protedlise. As concentracdes e a atividade do FVW tiveram uma
correlacado direta com o grau de atividade hemolitica, avaliada pelos niveis de
LDH.

Diversos marcadores de ativacdo endotelial apresentam niveis

plasmaticos aumentados nos pacientes com AF em comparagdo com
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controles. Dentre estes marcadores sollveis estdo o VCAM, ICAM, E-

selectina e P-selectina (Kato et al. 2005).

B. Inflamacao

A AF é reconhecidamente um estado pré-inflamatoério crénico, com
elevagao de diversas citocinas pro-inflamatérias, aumento de contagens de
leucocitos totais, monocitose e alteragdes funcionais do leucécitos (Platt
2000; Hebbel et al. 2004; Qari et al. 2012). Em outros estados proé-
inflamatdrios, como na sepse, existe uma ativacao da coagulacao e sabe-se
que as vias inflamatérias e da coagulacao estdo intimamente relacionadas
(Esmon 2004).

Pacientes com AF apresentam contagens elevadas de mondcitos
circulantes. Estes mondcitos estdo ativados, e por sua vez, sdo capazes de
ativar as células endoteliais e contribuir para a inflamagéo vascular e para a
ativacdo da coagulacdo (Belcher et al. 2000). Em experimentos in vitro, a
encubacdo de leucécitos mononucleares de pacientes com AF com células
endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVECs) causou um aumento de
expressdo de moléculas de adesao endotelial como VCAM e ICAM e
aumento na adeséao de leucdcitos polimorfonucleares (Belcher et al. 2000). A
ativacdo das células endoteliais ocorreu por translocagdo do fator de
transcricao NF-kappaB do citoplasma para o ndcleo. O achado muito
relevante deste estudo foi que os mondécitos também induziram um aumento
na expressdo de FT pelas HUVECS na ordem de 1,9 vezes. Este achado foi
confirmado por estudos em modelos murinos de AF. Em camundongos com
AF os vasos da circulagdo pulmonar apresentam expressao aumentada do

FT e esta expressdo aumenta ainda mais apods episddios de
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hipdxia/reoxigenacao (Solovey et al. 2004). A regulacdo desta expressao do
FT pelas células endoteliais das vénulas pulmonares é feita por monécitos
circulantes. O bloqueio da via NF-kappaB dos mononucleares causa uma
reducdo importante na expresséo do FT pelas células endoteliais (Kollander
et al. 2010).

Além de ativarem a expressdo do FT pelas células endoteliais, os
mondcitos na AF sdo capazes de expressarem por si mesmos o FT. A
atividade pré-coagulante total do FT, mensurada através de ensaios de
coagulacdo feitos com a fragdo de células mononucleares, também esta
aumentada na AF (Key et al. 1998). Nesses ensaios de coagulacdo toda a
atividade pro-coagulante do FT se concentrou na fragdo de células
mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com AF. Neste
estudo as dosagens plasmaticas do FVlla estavam diminuidas, indicando um
consumo desencadeado pela ativacdo da coagulagcdo, provavelmente
mediado por esta atividade pro-coagulante do FT dos mondcitos circulantes.
Corroborando esta hipétese, os niveis plasmaticos de marcadores finais da
ativacao da coagulacdo como o D-dimero, apresentam uma correlacao direta
e linear com a contagem de mondcitos em pacientes com DF (Westerman et
al. 2002).

A interacdo entre as vias proé-inflamatéria e pro-coagulante é
bidirecional. Assim como estas alteracdes inflamatérias levam a expressao
aumentada do FT e consequentemente ativacdo da coagulagéo, o contrario
também é verdadeiro. Parece haver um papel do FT em desencadear ou
alimentar o estado pré-inflamatério na AF (Sparkenbaugh and Pawlinski

2013). Estudos em camundongos falciformes demonstram que a inibicdo do
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FT por um anticorpo anti-FT resultou na redugc&o dos niveis plasmaticos dos
marcadores pro-inflamatorios interleucina 6 (IL-6) e amiloide sérico P. Além
disso, houve reducdo da expressdao de mieloperoxidade nos pulmdes dos
camundongos tratados com anti-FT, indicando reducdo da infiltracao

pulmonar por neutréfilos (Chantrathammachart et al. 2012).

C. Hemolise intravascular

O aumento na incidéncia de eventos tromboticos tem sido encontrado
nao apenas na AF, mas também em outras anemias hemoliticas, tais como a
talassemia e a hemoglobindria paroxistica noturna (Cappellini 2007).

A exposigao de fosfatidilserina na superficie dos eritrocitos na AF
parece ter um papel importante na patogénese do estado de
hipercoagulabilidade (Ataga et al. 2007). Normalmente, a fosfatidilserina é
encontrada exclusivamente na camada interna da membrana celular das
hemacias e s € exposta para sinalizar a remogéao celular. A manutencéo da
assimetria dos fosfolipides da membrana eritrocitéria é feita por enzimas ATP
- dependentes, como a flipase e a scramblase. Acredita-se que as
anormalidades encontradas nos fosfolipides das membranas eritrocitarias na
AF devam-se a danos oxidativos e aos ciclos repetidos de falcizacédo e
desfalcizacdo. Esta demonstrado que pacientes com DF, tanto SS quanto
SC, apresentam niveis elevados de hemacias positivas para fosfatidilserina,
em comparagdo com individuos normais (Setty et al. 2001). As
consequéncias da exposicao da fosfatidilserina incluem a exarcebacao da
anemia, devido ao reconhecimento e remogao das hemécias pelo sistema

fagocitico, e aumento da adesividade ao endotélio. Além disso, a
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fosfatidilserina serve como sitio ancoradouro para complexos enzimaticos
envolvidos na ativagdo da coagulacdo, sendo cofator do fator Xa na
conversdo da protrombina em trombina. Estudos anteriores demonstraram
este efeito in vitro, ao encubarem prepara¢des de glébulos vermelhos com
protrombina e fator Xa para analise das curvas de geracdo de trombina
(Helley et al. 1997). Os eritrocitos SS e, em menor escala, as hemacias SC e
AS, aceleraram a ativacdo da protrombina pelo fator Xa. Os niveis de
glébulos vermelhos positivos para fosfatidilserina apresentaram correlacao
positiva com niveis séricos elevados de marcadores de geracao de trombina
e de fibrindlise, tais como o F1+2, TAT, D-dimero, e complexos plasmina-
antiplasmina (Setty et al. 2000; Setty et al. 2001).

Os ciclos de falcizagédo e desfalcizagao das heméacias também levam a
formacdo e liberagcdo de microparticulas positivas para fosfatidilserina.
Microparticulas sdo vesiculas constituidas apenas por citoesqueleto
circundado pela membrana celular, que em geral € rica em fosfatidilserina. A
quantidade total de microparticulas circulantes na AF é muito elevada no
estado cronico e aumenta ainda mais nas crises algicas (Shet et al. 2003). As
microparticulas sdao de diversas linhagens celulares, incluindo eritrécitos,
plaquetas, mondcitos e células endoteliais, mas apenas as microparticulas
derivadas de mondcitos e células endoteliais expressam o FT na sua
superficie (Shet et al. 2003). Estas microparticulas foram capazes de encurtar
o tempo de protrombina de amostras de plasma normal e a atividade pré-
coagulante foi bloqueada ao se acrescentar um anticorpo bloqueador do FT.

Em um segundo estudo, as microparticulas positivas para fostatidilserina
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isoladas de pacientes com AF foram capazes de promover geragdo de
trombina in vitro (Westerman et al. 2008).

Além da exposicado de fosfatidilserina e formagé&o de microparticulas,
outra consequéncia da hemdlise intravascular é a liberagdo da hemoglobina
intracelular e seus fragmentos, dentre eles o radical heme. Experimentos in
vitro demonstraram que o heme é capaz de estimular células endoteliais
(culturas de HUVECs e células endoteliais pulmonares) a sintetizarem e
expressarem o FT na sua superficie (Setty et al. 2008). Este estimulo é
concentracdo dependente, ou seja, quanto maior a concentragcao de heme
maior a expressao de FT pelas células endoteliais. O heme também causa
ativagdo plaquetaria em experimentos in vitro usando plasma rico em
plaguetas de pacientes com AF (Villagra et al. 2007). Novamente, o grau de
estimulacao plaquetéria foi proporcional a concentragcdo de heme. O heme
também foi capaz de bloquear o efeito inibitério do NO na ativagédo

plaquetaria.

1.5. Estratégias terapéuticas para reequilibrio do balanco
hemostatico na anemia falciforme

A. Anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios

Diante das evidéncias de um estado de hipercoagulabilidade na AF,
alguns estudos clinicos foram realizados na tentativa de modular esta
hipercoagulabilidade através do uso de agentes como anticoagulantes e
antiagregantes plaquetérios. Seria esperado que o uso da aspirina teria
importantes beneficios neste sentido, tendo em vista que se trata de uma

droga com agédo antiagregante e também anti-inflamatoria. Existem alguns
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estudos pequenos com uso de aspirina, onde os efeitos antiagregantes nao
demonstraram correlagdo com efeitos clinicos benéficos (Ataga and Key
2007). Um estudo randomizado, duplo-cego, com uso de ticlopidina mostrou
reducdo na frequéncia e severidade das crises vaso-oclusivas (Cabannes et
al. 1984). Mais recentemente, um estudo de fase 2, duplo-cego,
randomizado, comparou o uso do antiagregante prasugrel versus placebo em
pacientes com AF (Wun et al. 2013). Houve reducdo de biomarcadores de
ativagao plaquetéaria e uma diminuigao nao significativa de eventos dolorosos
no grupo em uso de prasugrel. A avaliagdo dos anticoagulantes orais foi feita
em poucos estudos que incluiram um reduzido nimero de pacientes e/ou nao
randomizados (Ataga and Key 2007). J& o uso da heparina néo-fracionada
em mini-doses demonstrou reducédo na frequéncia e severidade das crises
vaso-oclusivas (Chaplin et al. 1989). Em resumo, estes estudos nao foram
convincentes em demonstrar beneficios no uso destas medicagbes para
prevencdo ou tratamento das complicagbes vaso-oclusivas ou de

complicacdes tromboembdlicas na AF.

B. Inducao da hemoglobina fetal
Ha muitos anos se sabe que a hemoglobina fetal (HbF) tem um efeito
benéfico nos pacientes com AF, atenuando as manifestagdes clinicas. Sabe-
se que a presenca da HbF altera o contato entre as moléculas de HDS,
prejudicando a formagdo do polimero, com consequente redugdo do
processo de falcizagdo. O nivel de HbF nestes doentes é considerado um

importante fator prognostico para varias complicagdes clinicas, incluindo as
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crises algicas, a sindrome toracica aguda e o ébito (Fathallah and Atweh

2006).

Portadores de AF com altos niveis de HbF sofrem menos ciclos de
falcizagdo e desfalcizacdo, consequentemente ha menor exposicdo da
fosfatidilserina e redugdo da formagdo das microparticulas. Isto foi
comprovado em um estudo com criancas portadoras de AF, onde se
demonstrou que os altos niveis de células F (eritrocitos ricos em HbF)
correlacionaram-se inversamente com o nimero de microvesiculas derivadas
de eritrocitos e com a positividade dos eritrécitos para fosfatidilserina (Setty et
al. 2000). Também houve uma modulacao da geragao de trombina in vivo: os
altos niveis de células F estiveram associados a menores dosagens do F1+2.
Nesse estudo, os pacientes com um nivel de células F de aproximadamente
70% apresentaram niveis normais de F 1+2 e formagdo de microvesiculas
semelhante aos controles normais. Recentemente um segundo estudo em
criangas portadoras de AF também demonstrou que existe uma correlagao
negativa entre o nivel de HbF e a quantidade total de microparticulas,
microparticulas derivadas de eritrocitos, plaquetas e mondcitos (Nebor et al.
2013).

Em fungé@o dos conhecidos efeitos benéficos da HbF, ha alguns anos
estdo sendo pesquisadas terapéuticas capazes de estimular a sua sintese.
Diversos agentes indutores da HbF estdo em estudo, tais como a 5-
azacitidina, a decitabina e o butirato de arginina (Fathallah and Atweh 2006).
Porém, na pratica clinica, a unica droga aprovada para uso na AF é a

hidroxiuréia. Os demais agentes ainda sdo considerados experimentais.
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C. Hidroxiuréia

A hidroxiuréia é uma droga citotoxica, sintetizada em 1869. Na década de
1960 ela passou a ser usada como droga citoredutora em pacientes com
sindromes mieloproliferativas (Rees 2011). Em 1984 a hidroxiuréia foi testada
em macacos, e em seguida em pacientes, e foi demonstrado o seu efeito em
aumentar os niveis de HbF (Platt et al. 1984). A hidroxiuréia tem um radical
que tem uma acao inibitéria na enzima ribonucleotideo redutase durante a
fase S do ciclo de divisdo celular. Assim, a hidroxiuréia muda a cinética da
proliferagéo eritroide favorecendo a formagado das células F a partir de
precursores eritroides primitivos e de divisao mais lenta. Este efeito deve-se a
inibicdo da producédo de globulos vermelhos ricos em HbS formados a partir
dos precursores eritroides maduros de rapida proliferagdo e ao aumento da
expressao do gene da globina y. A hidroxiuréia tem um outro radical que ao
ser metabolizado gera a produgdo de NO, o qual estimula diretamente a
producéo de cadeias globina vy, e consequentemente HbF, através da via da
guanilil ciclase soluvel (lkuta et al. 2001; Cokic et al. 2003; Platt 2008).

Na pratica clinica, a hidroxiuréia é capaz de reduzir o numero de crises
algicas de em média 4,5 episoédios por ano para 2,5 episédios por ano
(Charache et al. 1995). Seu uso também reduz a ocorréncia de episodios de
sindrome toracica, diminui a necessidade de transfusées e reduz a
mortalidade destes doentes (Platt 2008). Estudos com seguimento a longo
prazo mostram uma reducéo de 40% da mortalidade (Steinberg et al. 2003).
A hidroxiuréia esta formalmente indicada para pacientes que apresentem trés
ou mais episédios dolorosos em um ano, sindrome toracica aguda, episédios

vaso-oclusivos graves ou anemia severa sintomatica (Brawley et al. 2008).
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Inducéo da HbF é o seu principal mecanismo de a¢éo, porém a hidroxiuréia é
uma droga com diversos efeitos pleiotrépicos, nem todos claramente

definidos.

D. Terapia génica

Considerando-se que a AF é uma doengca monogénica, com uma
mutacdo bem definida, ela representa um alvo muito atrativo para a terapia
génica. InuUmeras tentativas de transferéncia génica para as células tronco
hematopoiéticas estdo em andamento em estudos pré-clinicos (Persons
2009). Uma forma ja estabelecida de tratamento onde ha uma correcdo do
defeito genético é o transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). O
primeiro TCTH alogénico para AF foi reportado em 1984 (Johnson et al.
1984) e desde entdo mais de 250 pacientes com AF foram transplantados
mundialmente (Bhatia and Walters 2008). Os resultados clinicos sao
excelentes, com taxas de sobrevida livre de doenca em torno de 80-85%
(Vermylen 2003). Muito provavelmente ocorre normalizagcdo das alteragbes
pro-coagulantes em pacientes com AF submetidos ao TCTH alogénico,

porém isso nunca foi reportado na literatura.

1.6. Hipercoagulabilidade na Hemoglobinopatia SC

A hemoglobinopatia SC (HbSC) € a segunda hemoglobinopatia mais
prevalente apdés a AF (homozigotos - HbSS) (Weatherall 2010). A
hemoglobina C (HbC) também resulta de uma mutacédo de ponto no mesmo
local da cadeia B°, porém aqui o &cido glutamico é substituido por uma lisina

(Hannemann et al. 2011). A HbC tem a caracteristica de induzir a
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desidratacao eritrocitaria e formar cristais intracelulares. Hemacias com HbC
apresentam uma alta atividade do cotransportador de membrana K-Cl que
induz um alto efluxo de K* da célula, com consequente desidratacédo celular
(Nagel et al. 2003; Hannemann et al. 2011). O resultado sao hemécias mais
densas, microciticas, hipercrdbmicas e com elevada concentragcdo de
hemoglobina corpuscular média. O estado homozig6tico do gene HbC resulta
apenas em uma anemia hemolitica leve. Na HbSC coexistem concentragdes
semelhantes de HbC e HbS. Ao desidratar a hemacia, a HbC potencializa as
propriedades patogénicas da HbS com a formacao dos polimeros de HbS,
resultando em uma doenga clinicamente relevante (Nagel et al. 2003).
Todas as complicagdes clinicas encontradas na AF s&o vistas na HbSC,
poréem com menor frequéncia e intensidade. Estudos voltados para a
avaliacao de complicac¢oes clinicas na hemoglobinopatia SC mostram que as
complicagbes crénicas mais prevalentes sdo a retinopatia, presente em 23-
70% dos casos, desordens otoldgicas, presente em 29% dos casos, e
osteonecrose, presente em 12-23% dos casos (Koduri et al. 2001; Powars et

al. 2002; Lionnet et al. 2012).

Estudos tém demonstrado um risco aumentado de eventos
tromboembdlicos na HbSC, sendo estes pacientes incluidos na casuistica de
estudos de DF (Stein et al. 2006; Novelli et al. 2012). Estudos de autépsias
mostram que a embolia pulmonar é a segunda maior causa de mortalidade
nestes pacientes, responsavel por 13,6% dos ébitos, sendo uma causa de
obito mais freqlente que na AF (Manci et al. 2003). A incidéncia de AVCi na
infancia também é aumentada, sendo da ordem de 100 vezes maior que na

populacao geral (Powars et al. 1990). No entanto, pouco se sabe sobre a
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ativagcdo da coagulacdo nesta doenca. Apesar da elevada prevaléncia da
HbSC, ela € comparativamente negligenciada, sendo que a maior parte das
informagdes que temos sao inferidas de estudos onde a AF € o foco principal,
0 que pode ndo ser correto dado as caracteristicas fisiopatologicas distintas

da HbSC.

Diante das evidéncias de um estado de hipercoagulabilidade presente
em pacientes com AF, e da auséncia de estudos que investiguem a
hipercoagulabilidade especifica da HbSC, o presente trabalho foi dividido em
duas partes, tendo dois objetivos principais: (1) testar a hipdtese de que a
hidroxiuréia teria um efeito benéfico no estado de hipercoagulabilidade visto

na AF e (2) avaliar o estado de hipercoagulabiliidade presente na HbSC.
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2. OBJETIVOS
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21Parte 1 - Efeito da hidroxiuréia no estado de
hipercoagulabilidade da anemia falciforme:

A. Estudar o efeito da hidroxiuréia nos diversos componentes do
balanco hemostatico, em portadores de AF com e sem uso de
hidroxiuréia, atraves do estudo:

a.) Expresséao do fator tecidual
b.) Marcadores finais da geracao de trombina
c.) Marcadores de inflamacéo e ativacao endotelial

B. Em um modelo murino de AF incapaz de expressar a HbF
avaliar o efeito da hidroxiuréia em marcadores da coagulacao,
inflamacéo e ativagdo endotelial.

22 Parte 2 - Estado de hipercoagulabilidade na
hemoglobinopatia SC:

A. Avaliar o estado de hipercoagulabilidade em portadores de

HbSC, comparando-os a controles normais e portadores de
AF.
B. Avaliar as correlagdes entre as alteracées da coagulacao e a

presenca de complicagdes clinicas na HbSC.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1.Pacientes

Os pacientes incluidos no estudo foram selecionados dentro da coorte
de pacientes em seguimento no Ambulatério de Hemoglobinopatias do
Hemocentro Unicamp no periodo de agosto de 2009 a dezembro de 2012.
Foram incluidos apenas individuos com diagnéstico de AF (gendtipo SS) ou
HbSC, em condicdo estavel (steady state) sem histéria de internagao
hospitalar, crise vaso-oclusiva ou transfusdo sanguinea nos trés meses
precedentes a inclusdo. Nao foram incluidos pacientes que estivessem
gravidas ou em uso de anticoagulacao oral. O uso de outras medicacoes,

incluindo aspirina, ndo foi critério de excluséo do estudo.

No estudo dos pacientes com AF, os pacientes foram divididos em
dois grupos: (1) em uso de hidroxiuréia (SS-HU), incluindo pacientes em uso
de hidroxiuréia ha mais de trés meses na dose minima de 10mg/kg, e (2) sem
uso de hidroxiuréia (SS). No grupo de pacientes com HbSC, nenhum

paciente estava em uso de hidroxiuréia.

Foram selecionados 25 individuos da mesma faixa etaria para o grupo
de controle sadios, composto por doadores de plaquetas por aférese do
Hemocentro da Unicamp. Todos os doadores selecionados tinham padrdo de

eletroforese de hemoglobinas AA.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Instituicao
(CEP/FCM/UNICAMP), parecer n° 792/2009 (Anexo 1), e o termo de

consentimento foi obtido dos pacientes e individuos controles (Apéndice 1).

3.2. Coleta de dados clinicos
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Os dados clinicos dos pacientes incluidos no estudo foram obtidos a
partir da revisao dos prontuarios médicos, realizada no momento da incluséo
no estudo. Para os pacientes com HbSC e os do grupo SS foram coletadas
as informagbes clinicas do momento da inclusdo no estudo. Para os
pacientes do grupo SS-HU foram obtidos os dados referentes a indicagéo da
hidroxiuréia e as informacdes clinicas de dois momentos diferentes: (1) antes
do inicio da terapia com hidroxiuréia e (2) durante o tratamento com
hidroxiuréia, no momento da inclusdo no estudo.

Os dados clinicos obtidos foram: nome, sexo, data de nascimento,
peso, diagnéstico, dados do tratamento com hidroxiuréia (indicacao clinica,
data de inicio, dose utilizada), ocorréncia de crises algicas, presenca de
complicagbes relacionadas a doenga falciforme (retinopatia, priapismo,
acidente vascular cerebral, Ulceras de membros inferiores, hipertensao
pulmonar, sindrome toracica aguda, osteonecrose de fémur ou Umero,

tromboembolismo venoso) e medicagdes utilizadas.

3.3.Coleta de dados laboratoriais e preparacao das amostras de
sangue

As amostras de sangue para todas as analises laboratoriais, incluindo

hemograma, HbF e provas de hemdlise, foram obtidas simultaneamente, por

pungcdo venosa no momento da coleta de exames de rotina do seguimento
ambulatorial.

A coleta foi realizada com a aplicacdo de um torniquete leve e o

primeiro tubo coletado ndo era utilizado para os testes de coagulagédo para

evitar artefatos associados a puncado venosa. As amostras eram
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processadas dentro de 2 horas da coleta, sendo submetidas a separagéo do
plasma pobre em plaquetas, através de centrifugagbes a 25009 por 15
minutos, divididas em aliquotas, congeladas a -80°C até as analises, e

descongeladas a 37°C por 5 minutos no momento dos testes.

3.4. Quantificacao da expressao do fator tecidual

A. Expressao génica — PCR quantitativo em tempo real

Com base no sequienciamento do gene do FT escolhemos uma sequéncia
de nucleotideos encontrados nos exons 4 e 5 para desenhar o0 nosso par de
iniciadores para amplificagdo do gene do FT. Com auxilio dos programas
Gene Runner e Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
verificamos a especificidade, temperatura de dissociacdo e formacédo de
estruturas secundarias do par de iniciadores. As sequéncias dos iniciadores

escolhidos e suas caracteristicas estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Par de iniciadores do gene do fator tecidual

Iniciador Caracteristicas

Forward 5 TCA GGA AAG AAA ACA GCC AAAAC 3
Total de nmole: 10,3 nmole

Densidade optica: 3,0

Temperatura de dissociagao: 56,3° C
Conteudo GC: 39,1%

Peso molecular: 7076,5g/mole

Reverse 5 GGG AGG GAATCACTGCTTGA 3
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Total de nmole: 8,8 nmole
Densidade optica: 2,0

Temperatura de dissociagao: 56,1° C
Contetdo GC: 55%

Peso molecular: 6221,9g/mole

Para verificar a concentragdo ideal dos iniciadores do gene do FT
realizamos uma curva com as concentracdées de 150nM, 300nM, 400nM,
600nM e 800nM. O objetivo era escolher a menor concentracdao dos
iniciadores que obtivesse o menor ciclo threshold (Ct) com o maior delta de
reporter normalizado (ARn). Utilizamos cDNA de duas linhagens leucémicas,
a U937 (monocitica) e a K562 (eritroleucémica). Escolhemos a concentracao
de 600nM, pois apresentou os melhores resultados, tanto nas amostras com
baixa expressao (linhagem K562) quanto nas de alta expressdo do gene
(linhagem U937). As reagbes em cadeia da polimerase quantitativo (PCRq)
em tempo real foram realizadas no 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). As curvas de amplificagdo e de
dissociacdo do gene do FT estdo ilustradas nas Figuras 2 e 3,

respectivamente.
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Figura 2 - Curva de amplificacao do gene do fator tecidual nas
concentracoes crescentes do par de iniciadores. O eixo y representa o

ARnN (intensidade da fluorescéncia) e o eixo x representa o numero de ciclos.
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Figura 3 - Curva de dissociacao dos iniciadores, demonstrando sua
especificidade. O pico Unico demonstra sua especificidade. O eixo x

representa a temperatura de dissociagdo em graus Celsius.
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Para avaliarmos a eficiéncia dos iniciadores do FT realizamos uma
curva com quatro diluicées seriadas na ordem de 1:2 na concentracdo do
cDNA. Cada diluicdo do experimento foi realizada em triplicata. Utilizamos
cDNA da linhagem leucémica U937 por ter uma alta expressdo do gene do
FT, e a concentragao inicial de cDNA utilizada foi de 240ng. Conforme a
ilustracdo abaixo (Figura 4), pode-se verificar que os iniciadores tiveram

eficiéncia préxima de 100%.
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Figura 4 — Curva de eficiéncia do par de iniciadores do gene do fator
tecidual. Sao quatro pontos de diluicio do DNA, demonstrando uma
eficiéncia préxima a 100%. O eixo y indica o Ct e o eixo x indica a

concentracao do cDNA.

Dois candidatos a controles endégenos para normalizagdo da expressao
génica foram selecionados: HPRT e p-Actina. Realizamos um teste de

compatibilidade entre estes controles endégenos e o FT, usando a curva de
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diluicdo seriada de cDNA na ordem de 1:2 com 4 pontos. Novamente
usamos cDNA da linhagem U937, partindo de uma concentracao inicial de
cDNA de 240ng. Realizamos o PCRq nas diferentes concentragdes de cDNA
com o gene alvo (FT) e os controles end6genos, com cada reagdo sendo
realizada em triplicata. Apds obtermos curvas de eficiéncia de 100%, com
tolerancia de 10% na eficiéncia para mais ou para menos, realizamos a
extracdo e média dos Cts. Construimos um grafico para representar a
cinética e compatibilidade entre o gene alvo e os controles endbégenos
(Figura 5). Calculamos o ACt (Ct gene alvo- Ct do controle endégeno) em
cada concentracao e plotamos no eixo y do gréafico. No eixo x colocamos o0s
valores do log da diluicdo dos diversos pontos de cDNA. A equacao da reta,
com férmula y=ax+b, indica o valor de referencia da compatibilidade, onde “a”
deve ficar no intervalo de -0,1 a 0,1 para ser considerado compativel. Os
dois genes enddgenos foram considerados compativeis. As sequéncias dos

iniciadores do HPRT e [S-Actina estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores dos controles endégenos

Gene Sequéncia

B-Actina FW: 5’AGG CCA ACC GCG AGA AG 3

RW: 5’ACA GCC TGG ATA GCA ACGTACA 3

HPRT FW:5 GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTGA 3

RW: 5 TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3
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Curva de Compaiibiiidade TF/Aciina

4
- y = 0,0148x + 11,004
13,000
= a *
< 11,000 + =
5
£ 10,000
9,000
8,000 : ‘
0 1 2 3 4 5 8 7 2 9

Log das Diluicoes

Figura 5 - Teste de compatibilidade entre o gene do fator tecidual e o
controle enddégeno B-Actina. A equagao da reta y=ax+b indica o valor de
referéncia da compatibilidade, onde “a” deve ficar no intervalo de -0,1 a 0,1
para ser considerado compativel. O valor de “a” foi de 0,0148 para o S-Actina
indicando 6tima compatibilidade. O eixo y indica o valor do ACt e 0 eixo x 0

log das diluicbes do cDNA.

Para avaliarmos a expressao génica do FT extraimos RNA de amostras
de sangue periférico, colhidas em EDTA, de pacientes e controles normais.
O material foi submetido a lise das hemacias com tampao contendo cloreto
de aménia e o RNA isolado utilizando Trizol (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). As amostras de RNA, contendo 1 ug de RNA e tratadas com
DNAse |, foram transcritas reversamente em cDNA com uso da enzima
transcriptase reversa (Fermentas, Carlsbad, CA, USA). Verificamos a
qualidade da transcricdo do cDNA através de PCR simples para o gene da
S-Actina.

Realizamos o PCRq para determinar a expressdo do gene do FT nos

pacientes selecionados e em controles normais. Cada amostra foi avaliada
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com o gene alvo e os dois controles endogenos. Todas as reagdes foram
realizadas em triplicata, usando a concentracdo de cDNA de 120ng/ul. Um
controle negativo, sem adicdo de cDNA, foi realizado para cada par de
iniciadores. O protocolo de dissociacao foi realizado no final de cada reagéao
para verificar amplificagdes ndo especificas. O controle enddégeno que
apresentou a melhor cinética de reagdo com o TF foi o S-Actina e ele foi
escolhido para normalizacao da expressao relativa. A amostra de um controle

normal foi utilizada como amostra calibradora.

B. Expressao proteica

Realizamos uma quantificacdo do antigeno do FT no plasma através
de kits comercialmente disponiveis de ensaio imunoenzimatico (ELISA —
enzyme-linked immunosorbent assay) (IMUBIND®, American Diagnostica
Inc., Stamford, CT, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Todas

as andlises foram realizadas em duplicata.

3.5. Quantificacao dos marcadores de geracao de trombina

Os marcadores de geragdo de trombina estudados foram o F1+2, o
TAT, e o D-dimero quantificados por kits comercialmente disponiveis de
ELISA (TAT e F1+2- Enzygnost®, Siemens, Marburg, Alemanha; D-dimero —
Sekisui Imuclone® D-Dimer, Stamford, CA, USA), seguindo as instru¢des do
fabricante. Todas as analises foram realizadas em duplicata, em amostras de

plasma.
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3.6. Quantificacao do marcador de ativacao endotelial

Os niveis plasmaticos do antigeno soluvel da trombomodulina foram
quantificados como marcador da ativagcdo endotelial. Suas quantificagbes
foram feitas em duplicata, por kits comercialmente disponiveis de ELISA
(IMUBIND®, American Diagnostica Inc., Stamford, CT, EUA), de acordo com

as instrucdes do fabricante.

3.7. Quantificacao dos marcadores de inflamacao
Os marcadores inflamatorios estudados foram o TNF-a e a IL-8. Os
niveis séricos do TNF-a e IL-8 foram mensurados em duplicata, por kits
comercialmente disponiveis de ELISA (TNF-a US e IL-8 US, Invitrogen,
Camarillo, CA, EUA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Os kits
utilizados séo ultra-sensiveis, com os seguintes limites de detec¢ao: TNF-a -

0,09 pg/mL e IL-8 — 0,1 pg/mL.
3.8. Experimentos no modelo murino de anemia falciforme

O modelo murino experimental de AF foi obtido através do transplante
de células tronco hematopoiéticas (TCTH). Nesse procedimento,
camundongos selvagens C57BL/6, todos provenientes do Centro de
Bioterismo da Unicamp (CEMIB-Unicamp, Campinas, SP, Brasil), foram
irradiados até a deplegao total da medula éssea com 2 doses de 1200 rad
com intervalos de 3 horas. Em seguida os animais receberam as células
hematopoiéticas de medula éssea provenientes de camundongos Berkeley.
Este modelo de camundongos Berkeley expressa apenas cadeias de
globinas B° humanas, ndo sendo capaz de produzir HbF (Paszty et al. 1997).

Apbés 11 semanas do transplante verificamos se houve pega medular
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eficiente através de eletroforese de hemoglobinas séricas em gel de
acrilamida feita com amostra de sangue coletada da ponta da cauda dos
animais. Apenas o0s animais com hemoglobina humana >97% foram

utilizados no estudo.

Dividimos os animais transplantados em dois grupos experimentais:
um grupo controle que recebeu apenas solugao fisiolégica e um grupo que
recebeu hidroxiuréia (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ap6s a
comprovacao da pega medular foi iniciado o tratamento com hidroxiuréia, na
dose de 50 mg/kg, por injecéo intraperitoneal 5 vezes por semana. Esta dose
de hidroxiuréia foi escolhida por ter sido a dose maxima tolerada neste
modelo experimental em um estudo prévio (Lebensburger et al. 2010). O
grupo controle recebeu injegdes intraperitoneais de solugéo fisiolégica. O
tratamento com a hidroxiuréia ou solugao fisioldégica teve a duracédo de 16
semanas. ApoOs este periodo foi realizada a coleta final das amostras.
Previamente aos procedimentos invasivos, os animais foram anestesiados
com solucao salina estéril contendo quetamina 80-100 mg/kg e xilazina 5-10
mg/kg por via intra-dérmica. Apds a anestesia geral foi feita uma laparotomia
com incisdo mediana e puncgdo direta da veia cava para coleta das amostras
de sangue total em tubos contendo anticoagulante citrato a 3,2%. A puncao
da veia cava foi selecionada como método de coleta por ser a via em que a
ativagcdo da coagulagdo € menos pronunciada, se comparada com puncao
cardiaca ou retro-orbital. Ao final da coleta os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. As amostras coletadas foram submetidas ao
processamento, respeitando o tempo maximo de 30 minutos entre a coleta e

o inicio da centrifugacdo. O plasma foi obtido por centrifugacdo a 4000g por
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15 minutos, divididos imediatamente em aliquotas e armazenado a -80°C.

Posteriormente, realizamos a quantificacdo dos marcadores TAT, IL-6
e sVCAM-1 nas amostras de plasma dos animais. Todos os marcadores
foram mensurados em duplicata, por kits comercialmente disponiveis de
ELISA (TAT - Enzygnost®, Siemens, Marburg, Alemanha; IL-6 e sVCAM-1 -
R&D Systems Quantikine, Minneapolis, MN, USA), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de

Animais (CEUA/UNICAMP), protocolo n° 2787-1 (Anexo 2).

3.9. Analises estatisticas

Os pacientes incluidos no estudo da AF foram divididos em dois
grupos: um sem uso de hidroxiuréia (SS) e outro em uso de hidroxiuréia (SS-
HU). As comparacdes entre os dois grupos de pacientes e grupo controle
foram realizadas usando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para as
variaveis continuas. O teste de Fisher foi utilizado para as analises de
variaveis categéricas. As correlagbes entre os diversos parametros
laboratoriais foram realizadas com o teste de correlacdo de Spearman. Para
avaliarmos o impacto da terapia com hidroxiuréia, HbF, hemalise, inflamacao
e ativacdo endotelial nos marcadores de hipercoagulabilidade, nés
realizamos uma andlise de regressdo linear multivariada com critério
Stepwise de selegao de variaveis. As varidveis continuas sem distribuicdo

Normal foram transformadas em postos (ranks).
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Nos experimentos com modelo murino de AF os animais foram
divididos em dois grupos experimentais e as comparagdes entre os dois

grupos foi feito pelo teste de Mann-Whitney.

No estudo da HbSC, os pacientes com HbSC foram comparados com
os pacientes SS e SS-HU e com controles sadios através do teste de Mann-
Whitney para variaveis continuas e teste de Fisher para variaveis
categoricas. As correlagdes entre os diferentes parametros laboratoriais
foram feitas utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Para avaliarmos
as associacdes entre as complicacdes clinicas e marcadores da coagulacao

realizamos o teste de Mann-Whitney.

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad
Prism 4 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1. Parte 1 — Estudo do efeito da hidroxiuréia no estado de

hipercoagulabilidade da anemia falciforme:

A. Caracteristicas dos pacientes incluidos

Um total de 38 pacientes portadores de AF (homozigotos SS) foi
incluido na parte 1 do estudo, todos em condicdo estavel (sem crises,
hospitalizagbes ou transfusbes nos 3 meses precedentes). Dentre os
pacientes incluidos, 23 faziam uso de hidroxiuréia (denominados SS-HU) e
15 ndo faziam uso da droga (denominados SS). No grupo de pacientes em
uso da hidroxiuréia as doses variaram de 11-34mg/kg/d (média de
20mg/kg/d) e o tempo de tratamento de 3-196 meses (mediana de 28
meses). A dose era ajustada de acordo com a melhora clinica ou até a dose
maxima tolerada. Pacientes com insuficiéncia renal ou que apresentaram
elevacdo da hemoglobina para valores acima de 11g/dL tiveram as doses de
tratamento com hidroxiuréia reduzidas. As indicagdes clinicas para o
tratamento com hidroxiuréia foram: crises algicas de repeticio em 44%
(n=10); sindrome toracica aguda em 17% (n=4); acidente vascular cerebral
em 17% (n=4) e anemia hemolitica grave em 22% (n=5). Pacientes em
terapia com hidroxiuréia, quando comparados ao grupo sem hidroxiuréia,
tinham um antecedente de fendtipo clinico mais grave antes do inicio do
tratamento, indicado pela maior frequéncia de complicagdes clinicas. Os
niveis de HbF, LDH, bilirrubina indireta e contagens de leucdcitos dos
pacientes SS-HU mensurados antes do inicio do tratamento com hidroxiuréia
foram semelhantes aos valores dos pacientes sem indicagdo do uso da droga

(SS). O tratamento com hidroxiuréia resultou em melhora significativa nestes
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parametros laboratoriais no grupo de pacientes tratados. As caracteristicas
clinicas e laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo estdo descritas na

Tabela 3.

76



Tabela 3- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo

SS SS-HU
n=15 n=23
2 2 2
A1 - p p p
SS-HU pré SS-HU pos SS vs. SSvs.  SS-HU pré vs.
SS-HU pré  SS-HU pos SS-HU pés
Caracteristicas clinicas:

Idade (anos)® 28 (24,43) 33 (25,42) 38 (31,43) 0.97 0.20 0.06
Sexo: Masculino/Feminino* 4(27)/ 11(73) 6(26)/ 17(74) NA 1.0 NA NA
Trago a-talassémico™*® 3(27) 6 (30) NA 1.0 NA NA
Complicacdes clinicas:*

- Crises algicas de repeticao® 0 13 (57) 0 0.008 1.0 <0.0001
- Sindrome toracica aguda 1(7) 6 (26) 1(4) 0.20 1.0 0.09

- Acidente vascular cerebral’ 0 7 (30) 7 (30) 0.03 0.03 1.0

- Ulceras venosas 2 (13) 3(13) 2(8) 1.0 1.0 1.0

- Retinopatia 3 (20) 10 (44) 10 (44)® 0.18 0.18 1.0

- Osteonecrose 1(7) 6 (26) 6 (26)° 0.21 0.21 1.0

Caracteristicas laboratoriais:’

Hemoglobina fetal (%) 4.9 (4, 6.4) 6.7 (2.8, 8.7) 16.8 (13, 22) 0.07 <0.0001 <0.0001
Lactato desidrogenase (U/L) 1092 (897,1616) 875 (803,1253) 710 (611,770) 0.24 <0.0001 0.02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 3.5(1.5, 5) 3.0 (2.3,3.7) 1.5(1,2.3) 0.49 0.006 0.005
Hemoglobina (g/dL) 7.2 (6.6, 8) 8.3(7.5,8.7) 9.1 (8.4,10.3) 0.06 <0.0001 0.002
Hematécrito (%) 20.2(18.3,24.3) 24.5(23.1,25.9) 27.1(25.1,30.1) 0.02 <0.0001 0.009
Volume corpuscular médio (fL) 86.6 (85.7,92.5) 91.6 (85, 100) 111 (103.6, 121) 0.19 <0.0001 <0.0001
Contagem de reticuldcitos (x10%/L) 306 (256, 373) 372 (253,423) 179 (134, 265) 0.19 0.003 <0.0001
Contagem de leucdcitos (x10°%/L) 12.2 (8.6, 13.1) 11 (8, 12.5) 7.5 (6.3, 8.6) 0.57 <0.0001 0.0001
Contagem de neutréfilos (x10%L) 5.1 (4.6, 6.8) 5.2 (3.5, 6.7) 3.1(2.7,4.1) 0.88 0.0009 0.0005
Contagem de mondcitos (x109/L) 1.1 (0.9, 1.3) 1.0 (0.7, 1.2) 0.6 (0.4, 0.9) 0.08 0.0007 0.006
Contagem de plaquetas (x10%L) 430 (312,586) 478 (406,564) 419 (275, 480) 0.21 0.57 0.04

Abreviacdes: SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia

falciforme em uso de hidroxiuréia (SS-HU pré: dados clinicos e laboratoriais de antes do inicio do tratamento com
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hidroxiuréia; SS-HU pods: dados clinicos e laboratoriais durante o tratamento com hidroxiuréia, coletados no momento
da inclus&do no estudo); NA: ndo se aplica.

'Nés coletamos informagées referentes as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes antes do inicio do
tratamento com hidroxiuréia. Os dados clinicos dos 23 pacientes sdo conhecidos. Valores de hemoglobina fetal,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, contagem de reticuldcitos, leucocitos, neutréfilos, mondcitos e
plaguetas estavam disponiveis para 19 pacientes; lactato desidrogenase para 5 pacientes e bilirrubina indireta para
20 pacientes.

As idades dos pacientes e os dados laboratoriais foram comparados com o teste U de Mann-Whitney. As demais
caracteristicas clinicas foram comparadas usando o teste de Fisher.

3Dados representados como: mediana (percentis 25, 75).

*Dados representados como: nimero (%).

®Traco a-talassémico: delegdo -3.7kb (-a 3.7). Os resultados estavam disponiveis para 11 pacientes no grupo SS e
20 pacientes no grupo SS-HU.

®Crises algicas de repetigdo foram definidas como presenca de trés ou mais crises por ano.

"Pacientes com acidente vascular cerebral eram submetidos a transfusdo regular por um periodo de 2 a 5 anos e
depois colocados em tratamento com hidroxiuréia. Para estes pacientes, as caracteristicas laboratoriais prévias ao
tratamento com hidroxiuréia foram coletadas antes do inicio da transfusao regular.

®Nenhum evento novo ocorreu apés o inicio do tratamento com hidroxiuréia.
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B. Expressao relativa do fator tecidual

O PCRq evidenciou um aumento na expressao relativa do FT em
ambos os grupos de pacientes em comparagdo com os controles normais
(5.0[SS] vs. 1.2[controles], p=0.0004; 2.6[SS-HU] vs. 1.2[controles], p=0.001).
Ao compararmos os dois grupos de pacientes, verificamos que os pacientes
sem uso de hidroxiuréia apresentam valores do FT significativamente
maiores do que o0s pacientes em uso da droga (5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU],

p=0.02) (Figura 6 e Tabela 4).
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Figura 6 - Expressao relativa do fator tecidual nos pacientes com
anemia falciforme e controles. A expressdo relativa do gene do fator
tecidual (FT) foi estudada por PCRg em cDNA de leucécitos totais em
pacientes e controles. O niumero de pacientes incluidos em cada experimento
esta indicado na figura. O eixo y indica os valores relativos da expressao do

FT/B-Actina. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste U
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de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados significativos.
Abreviagdes: SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia;

SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia.

C. Niveis plasmaticos do fator tecidual

A reducdo na expressao relativa do FT em pacientes em uso de
hidroxiuréia foi confirmada pelas medidas dos niveis plasmaticos da proteina
do FT. Uma grande proporcao dos pacientes e controles tiveram niveis
indetectaveis do FT plasmatico (50% e 80%, respectivamente) e por isso
estes resultados foram analisados com base em valores detectaveis, usando
o teste de Fisher. No grupo de pacientes sem uso de hidroxiuréia, 79%
(11/14) dos pacientes tiveram niveis plasmaticos detectaveis do FT, em
comparagao com apenas 28% (5/18) dos pacientes em uso de hidroxiuréia

(p=0.01) (Figura 7).
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Figura 7 — Niveis plasmaticos do fator tecidual nos pacientes com

anemia falciforme e controles. Os niveis plasmaticos do fator tecidual (FT)

foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes e controles. O numero de

pacientes incluidos em cada experimento estd indicado na figura. O eixo y

indica os valores plasmaticos do FT em pg/mL. As comparacdes entre 0s

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05

foram considerados significativos. Abreviacbes: SS — pacientes com anemia

falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia

falciforme em uso de hidroxiuréia.

D. Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il

As consequéncias funcionais da reducao da expressao do FT foram

avaliadas pelas medicdes dos niveis plasmaticos dos marcadores indiretos

de geracdo de trombina: TAT e F1+2. Os niveis plasmaticos de TAT

estavam significativamente elevados em pacientes SS em comparacdao com
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os controles normais (11.5[SS] vs. 2.4[controles], p<0.0001). O tratamento
com hidroxiuréia esteve associado a uma reducgdo significativa nos niveis

plasmaticos de TAT (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU], p=0.03) (Figura 8 e Tabela 4).
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Figura 8 — Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Ill em
pacientes com anemia falciforme e controles. Os niveis plasmaticos do
complexo trombina-antitrombina Il (TAT) foram quantificados por kit de
ELISA nos pacientes e controles. O numero de pacientes incluidos em cada
experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos
do TAT em pg/L. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo
teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados
significativos. Abreviagdes: SS — pacientes com anemia falciforme sem uso
de hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.
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E. Niveis plasmaticos do fragmento 1+2 da protrombina

Os valores plasmaticos do F1+2 foram significativamente maiores nos
pacientes do que no grupo controle (301.5[SS] vs 145[controles], p<0.0001;
245[SS-HU] vs 145[controles], p=0.002). Ao compararmos O grupo de
pacientes com e sem uso da hidroxiuréia podemos observar que 0 grupo sem
uso da medicacao apresenta valores de F1+2 maiores, porém esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa (301.5[SS] vs 245[SS-HU], p=0.09)
(Figura 9 e Tabela 4). As reducdes dos niveis de TAT e do F1+2 confirmam a
relevancia bioldgica da reducao da expressao do FT nos pacientes em uso

de hidroxiuréia.
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Figura 9 — Niveis plasmaticos do fragmento 1+2 da protrombina nos
pacientes com anemia falciforme e controles. Os niveis plasmaticos do
fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) foram quantificados por kit de ELISA
nos pacientes e controles. O numero de pacientes incluidos em cada

experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos
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do F1+2 em pmol/L. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo
teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados
significativos. Abreviagdes: SS — pacientes com anemia falciforme sem uso
de hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.

F. Niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel

A trombomodulina solivel é uma proteina endotelial que foi
mensurada como marcador de ativagdao endotelial. Os pacientes sem uso de
hidroxiuréia apresentam valores de trombomodulina soltvel muito maiores do
que o grupo controle (3.6[SS] vs 2.6[controles], p=0.0007) e o tratamento
com hidroxiuréia resultou numa reducao significativa nestes niveis (3.6[SS] vs

2.5[SS-HU], p=0.0007) (Figura 10 e Tabela 4).
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Figura 10 - Niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel nos
pacientes com anemia falciforme e controles. Os niveis plasméaticos da

trombomodulina soltvel foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes e
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controles. O numero de pacientes incluidos em cada experimento esta
indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos da trombomodulina
em ng/mL. As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste U de
Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados significativos.
Abreviagbes: SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia;

SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia.

G. Niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a foi estudado como um marcador pré-inflamatério. Os
pacientes sem uso de hidroxiuréia apresentam valores de TNF-a muito
maiores do que o grupo controle (2.7[SS] vs O[controles], p<0.0001). Ao
compararmos 0s dois grupos de pacientes verificamos que o tratamento com
hidroxiuréia resultou numa redugéao significativa nos niveis de TNF-a (2.7[SS]

vs 0.3[SS-HU], p<0.0001) (Figura 11 e Tabela 4).
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Figura 11 — Niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos
pacientes com anemia falciforme e controles. Os niveis séricos do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) foram quantificados por kit de ELISA
ultrasensivel nos pacientes e controles. O numero de pacientes incluidos em
cada experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores
plasmaticos do TNF-a em pg/mL. As comparacdes entre os grupos foram
realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p <0.05 foram
considerados significativos. Abreviacdes: SS — pacientes com anemia
falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia

falciforme em uso de hidroxiuréia.

O resumo dos resultados dos marcadores de ativagdo da coagulacgéo,

inflamagé&o e ativagédo endotelial encontrados nos pacientes e controles estao

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da expressao do fator tecidual, marcadores de coagulacao, ativacao endotelial e

inflamacao nos controles e pacientes

Controles SS SS-HU p p p

Mediana Mediana Mediana Controles Controles  SSvs.

n (Percentil 25, n (Percentil 25, n (Percentil 25, vs. SS vs. SS- SS-HU
75) 75) 75) HU

FT' 18 1.2 (0.5, 1.9) 12 5.0 (2.7,7.7) 19 2.6 (1.8,4.4) 0.0004 0.001 0.02

TAT (ug/mL) 23 2.4 (1.9, 3.3) 15 11.5(8.0,17.3) 21 7.5(4.8,10.8) <0.0001 <0.0001 0.03

F1+2 (pmol/L) 10 145(110, 176.8) 12 301.5 (246, 562) 17  245(173.8,352) <0.0001 0.002 0.09
sTrombomodulina (ng/mL) 21 2.6 (2.2,3) 15 3.6 (2.9, 4.3) 20 2.5(2.2,2.8) 0.0007 0.7 0.0007
TNF-a (pg/mL) 21 0 (0, 0.06) 14 2.7 (1.6,3.7) 23 0.3 (0, 0.8) <0.0001 0.09 <0.0001

Abreviagbes: FT - fator tecidual; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia
falciforme em uso de hidroxiuréia; TAT — complexo trombina-antitrombina Ill; F1+2 — fragmento 1+2 da protrombina;
sTrombomodulina - trombomodulina soluvel; TNF-a - fator de necrose tumoral alfa.

“Todos os valores de p foram calculados com o teste U de Mann-Whitney.

TFT expressao relativa de fator tecidual avaliada por PCRq.
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H. Correlacbes dos marcadores da coagulacdo com os

marcadores de hemolise, ativacao endotelial e inflamacao

Noés avaliamos as correlagdes bivariadas entre os marcadores da
coagulagéo (FT, TAT e F1+2) com os marcadores de hemdlise (hemoglobina,
hematocrito, LDH, bilirrubina indireta, contagem de reticulécitos) HbF,
marcadores de inflamacdo (contagens de leucécitos, TNF-a) e ativacéao
endotelial (trombomodulina soltvel). Para as analises de correlacdo, nos
agrupamos os pacientes SS e SS-HU. A expressao relativa de FT apresentou
correlagdes significativas com os niveis de HbF, hemoglobina, hematdcrito,
trombomodulina, TNF-a e contagem de neutréfilos (todos com p<0.05). O
TAT e F1+2 apresentaram correlagbes significativas com a HbF,
hemoglobina e LDH (todos com p<0.05). As correlagées encontradas foram
todas moderadas. De forma geral, a redugdo dos marcadores de
hipercoagulabilidade estava associada a niveis mais elevados de HbF e
reducdo dos marcadores de hemolise, ativagcdo endotelial e inflamagao

(Tabela 5).
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Tabela 5- Correlacoes do fator tecidual e marcadores da coagulacao

com marcadores de hemdlise, ativacao endotelial e inflamacao

FT TAT (ug/mL)  F1+2 (pmol/L)

r (p)° r(p)° r(p)°
sTrombomodulina (ng/mL) 0.48 (0.007) 0.03 (0.82) 0.2 (0.24)
TNF-a (pg/mL) 0.49 (0.005) 0.11 (0.47) 0.26 (0.13)
Hemoglobin fetal (%) -0.36 (0.04) -0.39 (0.01) -0.29 (0.1)
Lactato desidrogenase (U/L) 0.25(0.17) 0.33 (0.02) 0,47 (0.004)
Bilirrubina sérica indireta (mg/dL) 0.10 (0.55) 0.19 (0.21) -0.01 (0.93)
Hemoglobina (g/dL) -0.40 (0.02) -0.33 (0.02) -0.4 (0.01)
Hematocrito (%) -0.47 (0.006) -0.21 (0.15) -0.27 (0.12)
Reticulécitos totais (x10%/L) 0.15(0.39) 0.27 (0.07) 0.17 (0.33)
Leucdcitos totais (x10%L) 0.24 (0.18) -0.04 (0.79) 0.21 (0.22)
Mondcitos (x10%/L) 0.33 (0.06) -0.02 (0.85) 0.03 (0.84)
Neutréfilos (x10%/L) 0.37 (0.03) -0.02 (0.88) 0.24 (0.17)
Plaquetas (x10%/L) -0.10 (0.58) -0.06 (0.68) 0.03 (0.84)

Abreviagdes: FT — fator tecidual; TAT - complexo trombina anti-trombina Il;
F1+2 - fragmento 1+2 da protrombina; sTrombomodulina— trombomodulina
soluvel; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.

'Expressao relativa do FT por PCRq.

2Coeficiente de correlacéo (r), teste de Spearman.

Para avaliarmos quais foram as variaveis mais importantes na redugao
da hipercoagulabilidade destes pacientes e para eliminar fatores de confuséo,
que ocorrem com uso de multiplas associagdes, nds realizamos uma analise
de regressao linear multivariada. Neste modelo a expressdo de FT, TAT e
F1+2 foram incluidos como variaveis dependentes, e 0 uso de hidroxiuréia,
niveis de TNF-a, trombomodulina, HbF, LDH, bilirrubina indireta, reticulécitos,
plaguetas, leucécitos totais e diferenciais foram as variaveis independentes.
Quando a andlise foi ajustada para o uso de hidroxiuréia, o uso de

hidroxiuréia foi a Unica variavel independente associada significativamente a
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reducdo da expressdo do FT (Beta(EP) = -8.79(3.12), p=0.009, R?=0.23) e do
TAT (Beta(EP)=-6.58(3.21), p=0.05, R®=0.13). O LDH foi um fator
independente associado a redugédo do F1+2 (Beta(EP)=0.36(0.17), p=0.05,

R?=0.13), mesmo apds o ajuste para uso de hidroxiuréia.

l. Experimentos no modelo murino de anemia falciforme

Realizamos a quantificacdo dos niveis plasmaticos de TAT como
marcador final da ativacdo da coagulacado. O grupo tratado com hidroxiuréia
apresentou uma redugdo significativa nos niveis de TAT (106.7[HU]

vs.138.5[salina], p=0.05) (Figura 12).
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Figura 12 — Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il
em modelo murino de anemia falciforme. Os niveis plasmaticos do
complexo trombina-antitrombina Il (TAT) foram quantificados por kit de
ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de camundongos Berkeley
e foram tratados por 16 semanas com injecdes intraperitoneais de
hidroxiuréia ou salina. O numero de animais incluidos em cada experimento

esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos do TAT em

90



Mg/L. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste U de
Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados significativos.

Abreviagdes: HU — animais tratados com hidroxiuréia.

Realizamos a quantificagdo dos niveis plasmaticos do marcador pro-
inflamatério IL-6 nos animais tratados e nao tratados com hidroxiuréia. O
tratamento com hidroxiuréia resultou numa reducdo nao significativa nos

niveis de IL-6 (7.1[HU] vs. 12.4[salina], p=0.2) (Figura 13).
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Figura 13 — Niveis plasmaticos da interleucina 6 em modelo murino de
anemia falciforme. Os niveis plasmaticos da interleucina 6 (IL-6) foram
quantificados por kit de ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de
camundongos Berkeley e foram tratados por 16 semanas com injecoes
intraperitoneais de hidroxiuréia ou salina. O nimero de animais incluidos em
cada experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores
plasmaticos do IL-6 em pg/mL. As comparagbes entre os grupos foram

realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram
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considerados significativos. Abreviagbes: HU — animais tratados com

hidroxiuréia.

Os niveis plasmaticos de sVCAM-1 foram medidos para avaliar o grau
de ativagédo endotelial presente nos animais tratados ou ndo com hidroxiuréia.
O tratamento com a droga néo resultou em diferenga significativa nos niveis

de sVCAM-1 (765.8[HU] vs. 848.4[salina], p=0.4) (Figura 14).
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Figura 14 — Niveis plasmaticos da sVCAM-1 em modelo murino de
anemia falciforme. Os niveis plasmaticos da sVCAM-1 foram quantificados
por kit de ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de camundongos
Berkeley e foram tratados por 16 semanas com injegdes intraperitoneais de
hidroxiuréia ou salina. O numero de animais incluidos em cada experimento
esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos de sVCAM-1
em ng/mL. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste U de
Mann Whitney e valores de p <0.05 foram considerados significativos.

Abreviagdes: HU — animais tratados com hidroxiuréia.
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4.2. Parte 2 - Estudo do estado de hipercoagulabilidade na

Hemoglobinopatia SC

A. Caracteristicas dos pacientes incluidos

Foram incluidos na parte 2 do estudo um total de 56 pacientes
portadores de HbSC (heterozigotos SC) e 65 pacientes portadores de AF
(homozigotos SS). Para a parte 2 do estudo, incluimos todos os pacientes
com AF da parte 1 e novos pacientes AF que foram atendidos em nossa
Instituicdo durante o periodo do estudo. Os controles foram os mesmos da
parte 1 do estudo. Os pacientes incluidos estavam em condicao estavel (sem
crises, hospitalizagées ou transfusdes nos 3 meses precedentes). Dentre os
pacientes com AF, 26 faziam uso de hidroxiuréia e 39 ndo faziam uso da
medicacdo. Nenhum dos pacientes com HbSC fazia uso de hidroxiuréia. Em
relagdo ao uso de aspirina, 7 pacientes com HbSC e 6 pacientes com AF
faziam uso da medicagdo. As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos

pacientes incluidos no estudo estao descritas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes

incluidos no estudo.

SC SS 1
n= 56 n =65 P
Caracteristicas clinicas:
Idade (anos)? 40 (33, 49) 37 (28, 44) 0.02
Sexo: Masculino/Feminino® 25(45)/ 31(55) 18(28)/ 47(72) 0.06
Trago o-talassémico®* 14 (33) 14 (27) 0.65
Complicagées clinicas:®
- Crises élgicas de repetigéo5 1(2) 12 (32) <0.0001
- Sindrome toracica aguda 7 (12) 11 (18) 0.45
- Acidente vascular cerebral 2(4) 10 (16) 0.03
- Ulceras venosas 2(4) 9 (15) 0.06
- Retinopatia 32 (65) 21 (39) 0.01
- Osteonecrose 22 (42) 12 (20) 0.01
Caracteristicas laboratoriais®:

Lactato desidrogenase (U/L) 453 (403,571) 877 (695,1147) <0.0001
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1.0 (0.8, 1.3) 2.3(1.4,4.0) <0.0001
Hemoglobina (g/dL) 12 (10.1, 12.9) 8.3(7.2,9.2) <0.0001
Hematdécrito (%) 34 (30.4, 37.3) 23.8 (20.8, 27) <0.0001
Volume corpuscular médio (fL) 78 (74, 83) 96 (88, 112) <0.0001
Contagem de reticulécitos (x10%L)  177.5 (137, 251) 257.7 (155, 401) 0.001
Contagem de leucécitos (x10%L) 8.1 (6.6, 9.8) 9.1(7.3,11.8) 0.06
Contagem de neutréfilos (x1 09/L) 4.7 (3.4,5.9) 4.4 (3.0,5.9) 0.45
Contagem de mondcitos (x109/L) 0.5(0.3,0.7) 0.8(0.5,1.2) <0.0001
Contagem de plaquetas (x10°/L) 343 (185, 439) 419 (324, 484) 0.003

Abreviagdes: SC — hemoglobinopatia SC; SS — anemia falciforme.

'As idades dos pacientes e os dados laboratoriais foram comparados com o
teste U de Mann-Whitney. As demais caracteristicas clinicas foram
comparadas usando o teste de Fisher.

?Dados representados como: mediana (percentis 25, 75).

3Dados representados como: nimero (%).

*Traco a-talassémico: delecdo -3.7kb (-a 3.7). Os resultados estavam
disponiveis para 43 pacientes no grupo SC e 52 pacientes no grupo AF.
°Crises algicas de repeticdo foram definidas como presenca de trés ou mais

crises por ano.
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B. Expressao relativa do fator tecidual

O PCRq evidenciou um aumento na expressao relativa do FT em
pacientes HbSC em comparacdo com os controles normais (2.6[SC] vs.
1.2[controles], p=0.003), tendo niveis semelhantes aos encontrados em
pacientes AF (2.6[SC] vs. 3.1[SS + SS-HU], p=0.2) (Figura 15). Ao
compararmos os pacientes HbSC com os dois grupos de pacientes AF,
verificamos que os pacientes com HbSC apresentaram niveis de FT
inferiores aos vistos nos pacientes SS (2.6[SC] vs. 3.4[SS], p=0.04), e
semelhante ao visto em pacientes SS-HU (2.6[SC] vs. 2.6[SS-HU], p=0.9).

(Figura 16 e Tabela 7).
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Figura 15 - Expressao relativa do fator tecidual nos pacientes com
hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. A expressao relativa
do gene do fator tecidual (FT) foi estudada por PCRq em cDNA de leucdcitos
totais em pacientes e controles. O numero de pacientes incluidos em cada
experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores relativos da

expressao do FT/B-Actina. As comparagoes entre os grupos foram realizadas
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pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados

significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com hemoglobinopatia SC; SS -

pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiureia;

pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiureia.

1]

%30 _p=004 | | p=001
<| ——

N

w

o 20+

©

©

2

b= ———

KL

o 104

b

(7] ]

¢ | EEED

E_ 0 T LU L
X SC SS SS-HU
1 n=19 n=29 n=23

SS-HU -

Figura 16 - Expressao relativa do fator tecidual nos pacientes com

hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com ou sem uso de

hidroxiuréia. A expressao relativa do gene do fator tecidual (FT) foi estudada

por PCRq em cDNA de leucécitos totais em pacientes. O numero de

pacientes incluidos em cada experimento estd indicado na figura. O eixo y

indica os valores relativos da expressao do FT/B-Actina. As comparacdes

entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de

p<0.05 foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com

hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de

hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.
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C. Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il

As consequéncias funcionais da expressao do FT foram avaliadas
pelas medi¢gées dos niveis plasmaticos dos marcadores indiretos de geracao
de trombina: o TAT e o D-dimero. Os niveis plasmaticos de TAT estavam
significativamente elevados em pacientes HbSC em comparacdo com os
controles normais (4.2[SC] vs. 2.4[controles], p<0.0001), porém em niveis
menores do que vistos em pacientes com AF (4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU],
p<0.0001) (Figura 17). Ao compararmos os pacientes HbSC com os dois
grupos de pacientes AF, verificamos que os pacientes com HbSC
apresentam niveis de TAT inferiores aos vistos em ambos os grupos de
pacientes AF, os sem uso de hidroxiuréia (4.2[SC] vs. 9.5[SS], p<0.0001), e

com uso da droga (4.2[SC] vs. 6.0[SS-HU], p=0.01). (Figura 18 e Tabela 7).
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Figura 17 — Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il
em pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles.
Os niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il (TAT) foram

quantificados por kit de ELISA nos pacientes e controles. O numero de
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pacientes incluidos em cada experimento estd indicado na figura. O eixo y
indica os valores plasmaticos do TAT em pg/L. As comparagdes entre os
grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05
foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com
hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiureia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiureia.
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Figura 18 — Niveis plasmaticos do complexo trombina-antitrombina Il
em pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem
uso de hidroxiuréia. Os niveis plasmaticos do complexo trombina-
antitrombina Il (TAT) foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes. O
nuamero de pacientes incluidos em cada experimento esta indicado na figura.
O eixo y indica os valores plasmaticos do TAT em ug/L. As comparagdes
entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de

p<0.05 foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com
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hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.

D. Niveis plasmaticos do D-dimero

Os niveis plasmaticos do D-dimero estavam significativamente
elevados nos portadores de HbSC quando comparados aos controles
normais (710.4[SC] vs. 150.2[controles], p<0.0001), porém em niveis
inferiores aos presentes na AF (710.4[SC] vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003)
(Figura 19). Os niveis do D-dimero nos pacientes com HbSC eram inferiores
aos vistos nos pacientes SS (710.4[SC] vs. 1643[SS], p=0.0004) e
semelhantes aos niveis nos pacientes SS-HU (710.4[SC] vs. 1243[SS-HU],
p=0.1) porém esta avaliacdo estava prejudicada pelo baixo numero de

pacientes SS-HU (Figura 20 e Tabela 7).
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Figura 19 — Niveis plasmaticos do D-dimero em pacientes com

hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os niveis
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plasmaticos do D-dimero foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes
e controles. O numero de pacientes incluidos em cada experimento esta
indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos do D-dimero em
ng/mL. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste U de
Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados significativos.
Abreviagdes: SC — pacientes com hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com
anemia falciforme sem uso de hidroxiureia; SS-HU — pacientes com anemia

falciforme em uso de hidroxiureia.
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Figura 20 — Niveis plasmaticos do D-dimero em pacientes com
hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem uso de
hidroxiuréia. Os niveis plasmaticos do D-dimero foram quantificados por kit
de ELISA nos pacientes. O numero de pacientes incluidos em cada
experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos
do D-dimero em ng/mL. As comparacdes entre os grupos foram realizadas

pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados
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significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com hemoglobinopatia SC; SS —
pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU — pacientes

com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia.

E. Niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel

A trombomodulina soltvel foi mensurada como marcador de ativacao
endotelial. Os pacientes com HbSC apresentam valores de trombomodulina
soluvel significativamente maiores do que o grupo controle (3.2[SC] vs.
2.6[controles], p=0.004), em valores semelhantes aos encontrados na AF
(3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6) (Figura 21). Os niveis da
trombomodulina soluvel nos pacientes com HbSC eram semelhantes aos
vistos nos pacientes SS (3.2[SC] vs. 3.5[SS], p=0.1) e mais altos do que os
niveis nos pacientes SS-HU (3.2[SC] vs. 2.4[SS-HU], p=0.004) (Figura 22 e

Tabela 7).
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Figura 21 - Niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel nos

pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os



niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel foram quantificados por kit de
ELISA nos pacientes e controles. O numero de pacientes incluidos em cada
experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmaticos
da trombomodulina em ng/mL. As comparagdes entre 0s grupos foram
realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram
considerados  significativos.  Abreviacbes: SC — pacientes com
hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiureia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiureia.
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Figura 22 - Niveis plasmaticos da trombomodulina soluvel nos

pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem
uso de hidroxiuréia. Os niveis plasmaticos da trombomodulina soltvel foram
quantificados por kit de ELISA nos pacientes. O numero de pacientes
incluidos em cada experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os
valores plasmaticos da trombomodulina em ng/mL. As comparagdes entre os

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05
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foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com
hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.

F. Niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a foi estudado como um marcador pré-inflamatério. Os niveis
séricos do TNF-a estavam significativamente elevados nos pacientes com
HbSC em comparacdo com controles normais (2.7[SC] vs. O[controles],
p<0.0001), estando em niveis semelhantes aos encontrados na AF (2.7[SC]
vs. 2.2[SS+SS-HU], p=0.5) (Figura 23). Os pacientes com HbSC
apresentavam niveis de TNF-a semelhantes aos dois grupos de pacientes
com AF, sem uso de hidroxiuréia (2.7[SC] vs. 2.7[SS], p=1.0) e com uso da

medicacédo (2.7[SC] vs. 1.7[SS-HU], p=0.2) (Figura 24 e Tabela 7).
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Figura 23 - Niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos
pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os

niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram quantificados
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por kit de ELISA ultrasensivel nos pacientes e controles. O numero de
pacientes incluidos em cada experimento estd indicado na figura. O eixo y
indica os valores plasméaticos do TNF-a em pg/mL. As comparagdes entre o0s
grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05
foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com
hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiureia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiureia.
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Figura 24 - Niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos
pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem
uso de hidroxiuréia. Os niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) foram quantificados por kit de ELISA ultrasensivel nos pacientes. O
nuamero de pacientes incluidos em cada experimento esta indicado na figura.
O eixo y indica os valores plasmaticos do TNF-a em pg/mL. As comparagdes
entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de

p<0.05 foram considerados significativos. Abreviagdes: SC — pacientes com
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hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.

G. Niveis séricos da interleucina 8

A IL-8 também foi avaliada como marcador pré-inflamatério. Os niveis
séricos da IL-8 estavam discretamente elevados nos pacientes com HbSC
em relacado aos controles, porém sem atingir significancia estatistica (2.5[SC]
vs. 2.3[controles], p=0.2). Os pacientes com HbSC apresentaram niveis de
IL-8 inferiores aos encontrados na AF (2.5[SC] vs. 3.2[SS+SS-HU], p=0.05)
(Figura 25). Ao compararmos os pacientes com HbSC com os dois grupos de
pacientes com AF, os niveis de IL-8 foram semelhantes aos vistos nos
pacientes SS (2.5[SC] vs. 2.8[SS], p=0.5), e inferiores aos niveis encontrados

nos pacientes SS-HU (2.5[SC] vs. 3.8[SS-HU], p=0.007) (Figura 26 e Tabela

7).
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Figura 25 — Niveis séricos da interleucina 8 nos pacientes com

hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os niveis séricos da
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interleucina 8 (IL-8) foram quantificados por kit de ELISA ultrasensivel nos
pacientes e controles. O niumero de pacientes incluidos em cada experimento
esta indicado na figura. O eixo y indica os valores plasméticos da IL-8 em
pg/mL. As comparacoes entre os grupos foram realizadas pelo teste U de
Mann Whitney e valores de p<0.05 foram considerados significativos.
Abreviagdes: SC — pacientes com hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com
anemia falciforme sem uso de hidroxiureia; SS-HU — pacientes com anemia

falciforme em uso de hidroxiureia.
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Figura 26 — Niveis séricos da interleucina 8 nos pacientes com
hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem uso de
hidroxiuréia. Os niveis séricos da interleucina 8 (IL-8) foram quantificados
por kit de ELISA ultrasensivel nos pacientes. O numero de pacientes
incluidos em cada experimento esta indicado na figura. O eixo y indica os
valores plasméticos da IL-8 em pg/mL. As comparagbes entre 0s grupos

foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p<0.05 foram
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considerados  significativos.  Abreviagbes: SC — pacientes com
hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de
hidroxiuréia; SS-HU — pacientes com anemia falciforme em uso de

hidroxiuréia.

O resumo dos resultados dos marcadores de ativagdo da coagulacao,
inflamacdo e ativacdo endotelial encontrados nos pacientes HbSC e AF e

controles estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados da expressao do fator tecidual, marcadores de coagulacao, ativacao endotelial e

inflamacao nos controles, pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme

Controles

SC

SS +SS-HU

SS

SS-HU

*
*

*

*

Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Svas. SC vs. S(F))vs. Svas.
n (Percentil n (Percentil n  (Percenti25, n  (Percentii25, n  (Percentil25, (Gonroles = OotOS ss SS-HU
25, 75) 25, 75) 75) 75) 75) HU
T 18 12(05,19) 19 26(1.7,46) 52 31(21,52) 29 3.4(26,6.8) 23 26(1.8, 4.4) 0.003 0.2 0.04 0.9
TAT (ug/mL) 23 24(1.9,33) 39 42(33,59) 57 7.4(50,121) 33 95(64,139) 24 60(4298)  <0.0001  <0.0001 <0.0001  0.01
D-dimero (ng/mL) 15  150(104, 38  710(596, 27  1495(1041, 21  1643(1058, 6 1243 (918, <0.0001  0.0003  0.0004 0.1
225) 1155) 2305) 2440) 1713)
sTM (ng/mL) 21 26(22,30) 56 32(26,38 54 30(25237 31 35(2839 23 24(22 33) 0.004 0.6 0.1 0.004
TNF-a (pg/mL) 21 0(0,0.08) 27 27(1.3,45 49 22(0.7,45) 27 27(11,50) 22 17(04,31)  <0.0001 05 1.0 0.2
IL-8 (pg/mL) 24 23(1.9,29) 36 25(21,41) 49 32(26,42) 27 28(23,36) 22 3.8(3.1,48) 0.2 0.05 05 0.007

Abreviacdes: FT - fator tecidual; SC — pacientes com hemoglobinopatia SC; SS — pacientes com anemia falciforme sem uso de

hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia; TAT — complexo trombina-antitrombina Ill; F1+2 —

fragmento 1+2 da protrombina; sTM - trombomodulina soltvel; TNF-a - fator de necrose tumoral alfa; IL-8 — interleucina 8.

"Todos os valores de p foram calculados com o teste U de Mann-Whitney.

TFT expresséo relativa de fator tecidual avaliada por PCRq.
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H. Correlacbes dos marcadores da coagulacdo com os
marcadores de hemodlise, ativacao endotelial e inflamacao na

HbSC

Ao analisarmos a coorte de pacientes com HbSC, avaliamos as
correlagdes bivariadas entre os marcadores da coagulacao (FT, TAT e D-
dimero) com os marcadores de hemdlise (hemoglobina, hematdcrito, LDH,
bilirrubina indireta, contagem de reticulécitos), marcadores de inflamacao
(contagens de leucécitos, TNF-a e |IL-8) e ativacdo endotelial
(trombomodulina soluvel). A expressao relativa de FT apresentou correlagao
significativa com a contagem de mondécitos (p=0.01). O TAT e D-dimero
apresentaram correlagdes significativas com LDH, contagem de reticulocitos
e de mondcitos (todos com p<0.05). O TAT apresentou também correla¢des
com contagens de leucécitos e plaguetas (ambos com p<0.05). As
correlagbes foram todas moderadas. De forma geral, a elevacdo dos
marcadores de hipercoagulabilidade estava associada a niveis mais elevados

dos marcadores de hemdlise e de inflamacao (Tabela 8).
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Tabela 8 - Correlac6es dos marcadores da coagulacao com marcadores

de hemolise, ativacao endotelial e inflamacao na hemoglobinopatia SC

FT TAT (ug/mL) DD (ng/mL)

r (p)* r(p)® r(p)®
sTrombomodulina (ng/mL) 0.05 (0.82) -0.21 (0.20) -0.21 (0.19)
IL-8 (pg/mL) 0.22 (0.42) 0.36 (0.06) 0.07 (0.76)
TNF-a (pg/mL) 0.43 (0.30) 0.03 (0.88) -0.07 (0.76)
Lactato desidrogenase (U/L) -0.06 (0.81) 0.63 (<0.0001)  0.50 (0.001)
Bilirrubina sérica indireta (mg/dL) -0.02 (0.94) 0.20 (0.28) 0.01 (0.99)
Hemoglobina (g/dL) 0.17 (0.48) -0.26 (0.11) 0.06 (0.72)
Hematocrito (%) 0.22 (0.36) -0.30 (0.06) -0.02 (0.89)
Reticulcitos totais (x10%/L) 0.18 (0.46) 0.40 (0.01) 0.45 (0.004)
Leucdcitos totais (x10%L) 0.14 (0.57) 0.50 (0.001) 0.20 (0.21)
Mondcitos (x10%/L) 0.55 (0.01) 0.39 (0.01) 0.32 (0.04)
Neutréfilos (x10%/L) -0.03 (0.88) 0.20 (0.22) 0.06 (0.73)
Plaquetas (x10%/L) 0.36 (0.13) 0.49 (0.001) 0.19 (0.24)

Abreviagdes: FT — fator tecidual; TAT - complexo trombina anti-trombina Ill;
DD — D-dimero; sTrombomodulina— trombomodulina soltuvel; TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa; IL-8: interleucina 8.

'Expressao relativa do FT por PCRq.

Coeficiente de correlacéo (r), teste de Spearman.

I. Associacoes entre os marcadores da coagulaciao e
complicacées clinicas cronicas

Na coorte com HbSC, nds avaliamos se haviam associagdes entre 0s

marcadores da coagulacdo (FT, TAT, D-dimero) e a ocorréncia de

complicagdes clinicas crénicas. Nesta analise comparamos os niveis de

cada marcador na presenga e auséncia das seguintes complicacoes

clinicas: AVCi, sindrome tor4cica aguda, hipertensdo pulmonar, Ulceras

110



cutédneas, retinopatia, osteonecrose, microalbuminuria e auto-
esplenectomia. Nao encontramos nenhuma associagao entre a expressao
relativa de FT e complicagdes clinicas. Os niveis de D-dimero estavam
mais elevados nos pacientes com HbSC com retinopatia, em comparacao
com pacientes sem esta complicagéao (852 vs. 600, p=0.01). Encontramos
niveis mais elevados de TAT nos pacientes portadores de retinopatia (4.6
vs. 3.9, p=0.04) e osteonecrose (4.6 vs. 3.9, p=0.04). Os pacientes com
auto-esplenectomia apresentaram niveis mais altos de TAT (4.8 vs. 3.8,
p=0.005) e D-dimero (870 vs. 616, p=0.006). Auto-esplenectomia foi
definida como auséncia do bago Vvisualizavel por ultra-sonografia
abdominal. A presenca de algumas complica¢des clinicas como AVCi,
sindrome toracica aguda, hipertensdo pulmonar e Ulceras cutaneas,
apresentavam uma prevaléncia muito baixa nesta coorte, o que pode ter

prejudicado estas analises.
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5. DISCUSSAO
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O FT € o principal iniciador fisiol6gico da coagulagéo in vivo. O FT € o
receptor celular e cofator do fator VIl da coagulacdo. O complexo TF:FVlla
numa superficie que contenha fostaditidilserina causa ativagdo do fator X e
IX, iniciando uma cascata de reagbes enzimaticas que culminam com a
formacdo de trombina, trombo de fibrina e ativagdo plaquetaria. Sob
condi¢cées normais o FT € expresso nas células da camada adventicia da
parede vascular, sendo exposto na circulacdo ap6s a ocorréncia de lesbes
vasculares, desencadeando entdo a ativacdo da coagulacdo (Mackman
2009). O FT também é constitucionalmente expresso em concentracdes
muito pequenas por mondcitos (Egorina et al. 2005; Osterud 2010), e esta
expressao é aumentada em vérias condi¢des patoldgicas, especialmente em
estados pré-inflamatérios, tais como sepse (Brand et al. 1991; Egorina et al.
2005). Existe um debate se outras células do sangue também podem
expressar FT, mas € quase certo que os mondcitos sdo as unicas células do
sangue capazes de sintetizar o FT (Osterud et al. 2000; Osterud 2010). Em
condicdes patologicas os mondcitos podem transferir FT para granulécitos e
plaguetas através de microparticulas (Egorina et al. 2008).

Nossos resultados demonstram um aumento na expressao de FT em
MRNA de leucécitos totais e aumento dos niveis plasmaticos da proteina do
FT nesta coorte de pacientes com AF. Nossas medicoes de mRNA de FT e
0s niveis plasmaticos do antigeno do FT podem refletir a expressdo de FT
pelos leucocitos, incluindo (ou exclusivamente) os mondcitos, e FT presentes
em micropatrticulas circulantes, respectivamente. A confirmacao da relevancia
biolégica do aumento da expressdo do FT é vista pelo aumento nos niveis

plasméticos do TAT e F1+2, marcadores finais da ativagdo da trombina,
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demonstrando que a expressao do FT resultou na ativagdo da coagulacéo.
Estudos anteriores em AF demonstraram um aumento da atividade pro-
coagulante do FT em células mononucleares (Key et al. 1998) e expressao
de FT em microparticulas (Shet et al. 2003), mondécitos (Setty et al. 2012) e
em células endoteliais circulantes (Solovey et al. 1998). Estudos em
camundongos falciformes demonstraram expressdao de FT em células
endoteliais de veias pulmonares (Solovey et al. 2004). De forma importante,
foi demonstrado em camundongos falciformes que o FT é o principal fator
responsavel pelo desencadeamento da ativagdo da coagulacdo, pois a
inibicdo da expressdo do FT reduz os niveis de TAT para valores normais
(Chantrathammachart et al. 2012).

Prevendo os beneficios clinicos que poderiam ser obtidos por
amenizar a hipercoagulabilidade observada na AF, estudos anteriores tém
tentado inibir a expressao do FT usando varios agentes farmacolégicos. Em
estudos com camundongos falciformes, tratamentos com &xido nitrico,
lovastatina (Solovey et al. 2004; Solovey et al. 2010) e derivados de acido
hidroxamico (didox e trimidox) (Kaul et al. 2006), foram capazes de inibir a
expressdo de FT nas células endoteliais das veias pulmonares.
Sulfassalazina foi testado em pacientes com AF, mas embora tenha sido
capaz de reduzir a expressdo de VCAM, ICAM e E-selectina por células
endoteliais circulantes, ndo foi capaz de inibir a expresséo de FT (Solovey et
al. 2001).

Alguns estudos clinicos sugerem que a hidroxiuréia tenha um impacto
clinico em melhorar o estado de hipercoagulabilidade na AF. O tratamento

com hidroxiuréia tem sido associado a reduc¢do nas taxas de recorréncia de

116



AVCi e diminuicdo nas velocidades do Doppler transcraniano em criangas
com AF (Ware et al. 1999; Ware et al. 2004; Zimmerman et al. 2007; Ware
and Helms 2012) além de redugéo na prevaléncia de hipertensao pulmonar
em adultos com AF (Ataga et al. 2006). Existem também alguns indicios
laboratoriais indicando um possivel efeito benéfico da hidroxiuréia na
hipercoagulabilidade. Em pacientes com neoplasias mieloproliferativas foi
demonstrado que a hidroxiuréia é capaz de inibir a expressdo de FT por
leucocitos polimorfonucleares (Maugeri et al. 2006). Em pacientes com AF
foram vistos associacées entre a terapia com hidroxiuréia e reducdo dos
niveis de D-dimero, microparticulas (Westerman et al. 2008) e TAT (Ataga et
al. 2012). Estudos anteriores demonstraram uma reducéo da ativagéo e das
propriedades adesivas de plaguetas em pacientes tratados com hidroxiuréia
(Proenca-Ferreira et al. 2010).

O principal achado do presente estudo é que o tratamento com
hidroxiuréia esta associado a uma redugéao significativa na expressao de FT
em pacientes com AF. Demonstramos uma inibicdo na expressao génica do
FT em leucdcitos totais e diminuicao dos niveis plasmaticos da proteina do
FT. Mostramos também que pacientes tratados com hidroxiuréia apresentam
uma redugado nos niveis de TAT e F1+2, marcadores finais da ativacao da
coagulagdo. A expressao do FT, do TAT e do F1+2 foram inversamente
proporcionais aos niveis de HbF, ou seja, quanto maiores os niveis de HbF
menores 0s niveis de FT, TAT e F1+2. A HbF é o principal marcador
laboratorial da agdo da hidroxiuréia. Em conjunto estes resultados fornecem
evidéncias biolégicas da associagdo entre a terapia com hidroxiuréia e a

inibicdo da ativacdo da coagulacdo em pacientes com AF. E importante
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observar que os resultados foram obtidos em um estudo transversal ao inves
de estudo longitudinal. Os pacientes em uso de hidroxiuréia apresentavam
uma histéria de um fendtipo mais grave do que os doentes sem uso da droga,
0 que poderia, por conseguinte, ter subestimado, ao invés de superestimado,
as diferencas encontradas.

A hidroxiuréia tem uma série de efeitos benéficos que poderiam ter
contribuido para a redugao da hipercoagulabilidade na AF. Em primeiro lugar,
ao elevar os niveis de HbF o uso da hidroxiuréia causa importante melhora
na anemia hemolitica, tendo uma série de beneficios. Ocorre aumento nos
niveis de hemoglobina, aumento do volume eritrocitario, reducdo da
desidratacao eritrocitdria e reducdo da exposicdo de fosfatidilserina nos
eritrécitos (Bridges et al. 1996; Covas et al. 2004). O percentual de glébulos
vermelhos densos e desidratados, com alta tendéncia de polimerizagéo e
falcizagao, diminui expressivamente com o uso da droga (Bartolucci et al.
2012). Além disso, a hidroxiuréia reduz a expressao de moléculas de adesao
eritrocitarias (Styles et al. 1997; Gambero et al. 2007; Odievre et al. 2008).
Recentemente, um estudo em criangas com AF demonstrou que o tratamento
com hidroxiuréia se associou a uma reducdo na quantidade total de
microparticulas no plasma, principalmente as custas de reducdo de

microparticulas derivadas de plaquetas e eritrdcitos (Nebor et al. 2013).

No presente estudo, nossas analises de correlagdo indicam que a
inibicdo da expressdo de FT, TAT e F1+2 foi proporcional ao aumento dos
niveis de hemoglobina e hematécrito. Os marcadores de geragao de trombina
também mostraram fortes correlagbes positivas com LDH, considerado um

biomarcador de hemdlise intravascular na AF (Kato et al. 2006; Chen et al.
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2011). Esses achados corroboram a hip6tese da associagdo causal entre a
anemia hemolitica e a ativagdo da coagulagdo. Nossos resultados estdo em
acordo com a literatura. Um recente estudo em criangcas com DF que
demonstrou uma associagao significativa entre a expressao e atividade do FT
e TAT com marcadores de hemdlise (contagem de reticulécitos e niveis de
LDH) (Setty et al. 2012). Os autores do estudo sugeriram que estes achados
apoiam o papel do uso precoce de agentes como a hidroxiuréia para reduzir
a atividade hemolitica da doenca como forma de evitar ou minimizar as
alteracdes da coagulacao, o que foi demonstrado pela primeira vez em nosso
trabalho. Em estudos com adultos portadores de DF também foi visto uma
associagcao entre os marcadores de geragao de trombina (TAT, F1+2 e D-
dimero) com marcadores de hemolise (hemoglobina e LDH) (Ataga et al.
2008; Ataga et al. 2012).

Nossa coorte de pacientes com AF tratados com hidroxiuréia
apresentaram uma reducgao significativa nos niveis de TNF-a, nas contagens
de leucdécitos, mondcitos e neutrofilos, demonstrando, assim, um importante
efeito anti-inflamatério da droga. Diversos estudos anteriores demonstraram
as multiplas propriedades anti-inflamatérias da hidroxiuréia. O seu uso causa
uma reducdo na contagem de leucécitos e plaquetas, diminuicdo das
propriedades adesivas dos leucécitos, redugdo dos niveis de diversas
citocinas pré-inflamatérias e aumento nos niveis de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria (Benkerrou et al. 2002; Conran et al. 2007; Conran et al. 2007,
Canalli et al. 2008; Lanaro et al. 2009; Almeida et al. 2012). Adicionalmente, a
hidroxiuréia é capaz de reduzir a ativacdo e adesividade plaquetaria

(Proenca-Ferreira et al. 2010). Conforme discutido anteriormente, o estado
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pré-inflamatério presente na AF tem provavelmente um papel importante na
patogénese da ativagdo hemostatica. Nossas analises de correlagdo apoiam
esta hipotese, uma vez que encontramos uma forte correlagdo positiva entre
a expressdo de FT e os marcadores inflamatérios TNF-a e contagem de
neutrofilos.

Os beneficios associados ao uso da hidroxiuréia vao além dos seus
efeitos na hemolise e na inflamacado. A hidroxiuréia também causa uma
importante melhora na disfuncdo endotelial. Ela € uma droga que age
diretamente como doadora de 6xido nitrico e estimula a expressao da NO
sintase endotelial (Gladwin et al. 2002; Cokic et al. 2008; Conran and Costa
2009). Reducao da deplegdao de NO, da hemdlise e da falcizacdo sé&o todos
efeitos benéficos que contribuem para a melhora na disfuncdo endotelial.
Achados indiretos que corroboram essa hipotese sdo a reducédo dos niveis
plasmaticos de moléculas soluveis de adesao endotelial sVCAM-1, sICAM-1,
sE-selectina e sP-selectina vistos em pacientes em uso de hidroxiuréia
(Saleh et al. 1999; Conran et al. 2004; Kato et al. 2005). No presente estudo
demonstramos que o tratamento com hidroxiuréia resultou em redugéo dos
niveis plasméticos de trombomodulina soltvel, um marcador de ativagao
endotelial. A melhora da ativacdo endotelial pode ter contribuido para a
reducdo da hipercoagulabilidade nestes pacientes, uma vez que a ativacao
endotelial estd diretamente associada ao desenvolvimento do estado de
hipercoagulabilidade. Em concordancia com esta hipétese, encontramos uma
forte correlagdo positiva entre a expressdo de FT e o0s niveis de

trombomodulina sollvel.
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Hemdlise, ativagdo endotelial e inflamagédo s&o vias intimamente
interligadas entre si e associadas a ativagao da coagulacao. A hidroxiuréia é
uma droga capaz de modular todas estas vias e possivelmente todos estes
mecanismos contribuem para o efeito inibitério que a hidroxiuréia tem na
ativacdo da coagulagédo. De forma interessante, nas nossas analises de
regressdo multilinear, o tratamento com hidroxiuréia foi um fator
independente na inibicdo da expressao do FT e na redugcdo dos niveis de
TAT. Este achado poderia implicar que a hidroxiuréia tenha um efeito
inibitério direto na expressdo do FT e na ativacdo da coagulacdo, que é
independente do efeito da droga na hemdlise, inflamacdo e ativacao
endotelial (Figura 27). Nossos resultados no modelo murino de AF também
corroboram esta hipotese. Neste modelo animal verificamos que o tratamento
prolongado com hidroxiuréia resultou numa redugéo significativa no marcador
da ativacdo da coagulacdo, o TAT. Este € um modelo onde o uso da
hidroxiuréia ndo resulta em expressdo aumentada de HbF e ndo ha nenhuma
melhora na anemia hemolitica (Lebensburger et al. 2010). Em nossos
resultados também ndo encontramos uma melhora significativa nos
marcadores de inflamacao ou ativacao endotelial. Sendo assim, a melhora no
marcador pro-coagulante ocorreu na auséncia da inducdo da HbF, e na
auséncia de melhora na hemolise, inflamagédo ou ativacao endotelial. Esses
resultados sugerem que a hidroxiuréia tenha uma agado direta inibindo a

ativacdo da coagulacao na AF.
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Figura 27 — Hipoteses sobre a acao da hidroxiuréia no estado de
hipercoagulabilidade da anemia falciforme. O tratamento com hidroxiuréia
em pacientes portadores de anemia falciforme esta associado a uma reducao
na expressdao do fator tecidual e consequente reducdo da ativacdo da
coagulacdo. Este efeito da hidroxiuréia pode ser resultado de seu efeito em
reduzir a anemia hemolitica, a inflamacdo e a ativacdo endotelial, todos
fatores contribuintes para o estado de hipercoagulabilidade da anemia
falciforme, ou pode ser resultado de um efeito direto da droga na inibicao da
expressao do fator tecidual.

Apesar das inumeras evidéncias demonstrando que existe uma
ativacdo da coagulacao na AF, ainda ndo esté claro qual sera o beneficio de
se modular este estado de hipercoagulabilidade. Ha muitos anos autores vém
fazendo tentativas com uso de anticoagulantes e principalmente de
antiagregantes plaquetarios nestes doentes (Zago et al. 1984). Esse

interesse no uso de antiagregantes plaquetarios ainda esta presente em

122



estudos atuais (Wun et al. 2013). Porém, ao longo de todos estes anos ainda
nao ficou claro qual o beneficio que estas drogas podem ter na AF.
Aparentemente o0 que os estudos conseguiram demonstrar em comum € que
h& melhora nos episédios de crises algicas. Ainda ndo ha evidéncias de que
0 uso de antiagregantes ou anticoagulantes possa reduzir a ocorréncia de
complicacdes tromboembdlicas ou outras complicagdes cronicas na AF.

Acreditamos que os resultados do presente estudo podem apoiar uma
nova aplicacao clinica para o uso de hidroxiuréia em pacientes com AF além
de seu uso tradicional. Para verificar se este efeito biolégico da hidroxiuréia
pode resultar numa reducao na incidéncia de complicacdées tromboembdlicas
na AF séo necessarios futuros estudos longitudinais, prospectivos, incluindo
uma grande casuistica de pacientes e com longo tempo de seguimento.

Em nosso estudo dos pacientes portadores de HbSC, os resultados
indicam que estes pacientes apresentam elevacdo de marcadores de
ativagdo da coagulacao quando comparados aos controles, embora n&o tao
intensa como visto na AF. Pacientes com HbSC apresentaram elevagéao da
expressdo do FT, e confirmando a relevancia bioldgica desta expressao,
apresentaram também niveis elevados de TAT e D-dimero em comparacao
com controles normais. A expressao do FT foi semelhante a encontrada na
AF, porém os niveis de TAT e D-dimero foram inferiores aos vistos na AF,
indicando que a ativagdo da coagulacdo na HbSC seja mais branda do que
na AF. Nossos dados estdo em concordancia com um estudo recente em
criangas com DF, onde foram incluidos 12 pacientes com HbSC, que
apresentaram niveis de TAT e D-dimero inferiores aos pacientes com AF

(Setty et al. 2012). Neste estudo também foram avaliados mondécitos positivos
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para FT e atividade pro-coagulante do FT, ambos sendo inferiores na HbSC
do que na AF. Em contrapartida, em um segundo estudo recente em adultos
com DF, onde foram incluidos 7 pacientes com HbSC, ao serem comparados
com portadores de AF e hemoglobinopatia SB°, os niveis de TAT e D-dimero
foram semelhantes entre os dois grupos, assim como a atividade pro-
coagulante do FT associado a microparticulas (Ataga et al. 2012). De modo
geral, os relatos na literatura descrevem niveis reduzidos destes marcadores
de geracgao de trombina na HbSC em comparacao com AF (Westerman et al.
1999; Setty et al. 2001; Mohan et al. 2005; Blann et al. 2008). Porém a HbSC
nao foi o foco de nenhum destes estudos, e os niumeros de pacientes com
HbSC incluidos era sempre baixo, 0 que leva a uma grande variabilidade de
resultados. Um dado importante do nosso estudo €& que realizamos
comparagdes dos marcadores de hipercoagulabilidade entre os pacientes
com HbSC e pacientes com AF com e sem uso de hidroxiuréia, permitindo
avaliar as diferengas entre cada grupo.

Em nossa coorte de HbSC o grau de ativacdo endotelial, avaliada
pelos niveis de trombomodulina soluvel, foi intensa, em grau semelhante a
encontrada na AF. Na literatura, ha relatos de niveis semelhantes de sVCAM-
1 entre os dois grupos de pacientes, porém menores niveis de P-selectina e
E-selectina soluveis na HbSC. (Blann et al. 2008; Setty et al. 2012). Em
relagdo a atividade inflamatéria, encontramos niveis semelhantes de TNF-a
nos dois grupos de pacientes, o que estd em acordo com a literatura (Mohan
et al. 2005; Setty et al. 2012). Os niveis de IL-8 foram semelhantes ao grupo
de pacientes com AF sem uso da hidroxiuréia e inferiores ao encontrado no

total de pacientes com AF. Desta forma, parece haver uma intensa atividade
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inflamatéria na HbSC, aparentemente tao intensa quanto a vista na AF. Mais
importante, nossas andlises de correlacdo sugerem que a inflamacgao,
indicada pelas contagens de leucdcitos e monécitos, € um importante fator
contribuinte para a ativacdo hemostatica na HbSC. Nossos resultados de
correlacdo também indicaram que os pacientes com HbSC com maior
atividade hemolitica apresentaram maior ativagdo da coagulagcdo. De forma
semelhante ao encontrado na AF, na HbSC, a hipercoagulabilidade
encontrada parece estar relacionada a inflamagéao e hemolise. Sendo assim,
acreditamos que a fisiopatologia da ativacdo da coagulacdo na HbSC é
semelhante a vista na AF, porém podem haver mecanismos distintos que
ainda precisam ser investigados. Futuros estudos sdo necessarios para
investigar se outros fatores singulares a HbSC, em especial a
hiperviscosidade, tém um papel na fisiopatogénese da hipercoagulabilidade
na HbSC.

A ativacdo da coagulagdo possivelmente esta envolvida na
fisiopatologia de complicacbes crénicas muito prevalentes na HbSC:
retinopatia e osteonecrose. Além disso, em nossa casuistica, os pacientes
com autoesplenectomia apresentaram maiores niveis dos marcadores proé-
coagulantes, possivelmente devido a uma maior taxa de hemodlise
intravascular e contagens elevadas de leucécitos e plaquetas. Tendo em
vista a alta prevaléncia e a morbimortalidade das complicagdes trombéticas
nesta populagdo, acreditamos que futuros estudos deveriam se concentrar

em uma melhor compreensao de hipercoagulabilidade na HbSC.
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6. CONCLUSOES
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Parte 1 - Avaliacao do efeito da hidroxiuréia no estado de

hipercoagulabilidade da anemia falciforme:

- Pacientes com AF apresentam uma expressdo aumentada do fator
tecidual e o uso da hidroxiuréia estd associado a uma reducdo
significativa desta expressao.

- Confirmando a relevancia biolégica da expressao do fator tecidual, os
marcadores finais de geracao de trombina, TAT e F1+2, também estao
elevados em pacientes com AF e o uso da hidroxiureia esta associado a
uma reducao significativa do TAT.

- A ativacdo endotelial, evidenciada pelos niveis de trombomodulina
soluvel, também esta aumentada na AF e o uso da hidroxiuréia esta
associado a uma reducao dos niveis deste marcador.

- A inflamacao, avaliada pelos niveis de TNF-a, também se encontra
exarcebada na AF. O tratamento com hidroxiuréia esta associado a uma
reducao significativa dos niveis de TNF-a.

- Existe uma correlagéo inversa entre os niveis de HbF e os marcadores da
coagulagao, ou seja, quanto maior a expressdo de HbF menor a ativagéao
da coagulagdo. Os marcadores da coagulacdo também apresentaram
correlacées significativas com a piora da hemdlise, da ativacao endotelial
e da inflamacao.

- A hidroxiuréia é capaz de induzir uma redugé@o dos niveis de TAT em um
modelo murino da AF incapaz de expressar HbF. Esta reducéo do TAT foi
vista mesmo na auséncia da melhora dos marcadores IL-6 e sSVCAM-1.

- Sendo assim, concluimos que o uso da hidroxiuréia na AF esta associada

a reducado da expresséo do fator tecidual, com consequente reducao da
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ativagdo da coagulagédo, além de reducdo da inflamacdo e ativacao
endotelial. Em um modelo murino de AF, a hidroxiuréia reduz a ativagao
da coagulagédo, mesmo na auséncia de melhora na hemdlise, inflamacao

e ativagado endotelial.

Parte 2 - Caracterizacao do estado de hipercoagulabilidade na

hemoglobinopatia SC:

- Na HbSC existe uma ativacdo da coagulacdo, evidenciada pelos
aumentos da expressao do fator tecidual e dos marcadores TAT e D-
dimero, porém menos intensa do que a observada na AF.

- Na HbSC existe uma ativagdo endotelial, avaliada pelo marcador
trombomodulina soluvel, em niveis semelhantes ao visto na AF.

- O marcador inflamatério TNF-a encontra-se aumentado na HbSC, em
niveis semelhantes aos encontrados na AF. Os niveis de IL-8 na HbSC
sdo semelhantes aos encontrados em controles normais, sendo inferiores
aos vistos na AF.

- Na HbSC houve uma correlagao positiva significativa entre os marcadores
da coagulagéao e marcadores de hemolise e inflamagéo.

- Na HbSC os marcadores da coagulacado estdo associados as seguintes
complicacdes clinicas: retinopatia, osteonecrose e auto-esplenectomia.

- Sendo assim, concluimos que portadores de HbSC apresentam aumento
dos marcadores pré-coagulantes quando comparados a controles
normais, porém em grau menos acentuado do que visto na AF, e
apresentam um aumento da inflamacdo e ativacdo endotelial quando

comparados a controles normais, em grau semelhante ao encontrado na
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AF. Marcadores pré-coagulantes encontram-se aumentados em pacientes
com retinopatia, osteonecrose e auto-esplenectomia, em comparagéo

com pacientes sem estas complicagdes clinicas.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

. (% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 22/09/09.
(Grupo IIT)

PARECER CEP: N° 792/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0622.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITO DA HIDROXIUREIA NO ESTADO DE
HIPERCOAGULABILIDADE DA DOENCA FALCIFORME”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marina Santana Pereira

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAOQ AQ CEP: 04/09/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/09/10 (O formulério encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar o efeito que a hidroxiuréia tem-nos diversos componentes do balango
hemostatico da doenca falciforme, explorando sua agiio em trés dos principais componentes: (i)
expressdo do fator tecidual; (ii) geragfio final de trombina e (iii) ativagdo endotelial.

111 - SUMARIO

A amostra sera constituida de trés grupos, um deles controle. O primeiro grupo se
constitui por portadores da DF e se divide em: (a) aqueles em uso de hidroxiuréia e (b) aqueles
sem seu uso. O grupo controle se constitui de individuos sauddveis, doadores de sangue no
Hemocentro. Os critérios de inclusdo terdo por base o diagndstico confirmado de DF, o
seguimento do paciente no ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp e a
auséncia de internacdo hospitalar, crise vaso-oclusiva ou transfuso sanguinea nos ultimos trés
meses anteriores 4 coleta da amostra. Os critérios de excluséo terfio por base a ocorréncia de
crise vaso-oclusiva, internagfio hospital ou transfusdo sanguinea nos Wltimos trés meses
anteriores a coleta da amostra. Os sujeitos saudaveis do grupo controle seréo recrutados quando
forem fazer doagdo de sangue e a amostra necessaria serd recolhida naquela ocasido. A
metodologia assim como as condi¢des de desenvolvimento do projeto parecem adequadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A estrutura do protocolo estd adequada. Todos os itens solicitados sdo apresentados e
justificados, incluindo orgamento. Os TCLEs sdo claros e de facil compreensdo e ha termos
distintos para os portadores de DF e os sujeitos sadios. Apenas a titulo de sugestdo, talvez fosse
adequado modificar o inicio do segundo paragrafo sob "Objetivo da Pesquisa" no TCLE do
grupo controle. Parece estranho afirmar: "Mesmo vocé nfo tendo a doenga, /.../" Nio seria o caso
de comegar por: Estamos pedindo a sua colaboragdo /.../ porque vocé é um doador sadio e por
isso precisamos usar os seus resultados para comparagdo com o grupo de pacientes com a
finalidade de ...

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas ~ SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciénecias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢des o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagfio ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na IX Reunifio Ordiné_ria do CEP/FCM, em 22 de setembro de 2009.
ELUAL

Prof. Dr. C‘a‘rlo§ Eduz}rdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
« D
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da UNICAMP

uNnicamP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Efeito da hidroxiuréia em marcadores de

hipercoagulabilidade em modelo experimental murino transgénico

falciforme™ (protocolo n°® 2787-1), sob a responsabilidade de Profa. Dra. Fabiola

Traina / Marina Pereira Colella, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdao Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagéo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 27 de agosto de
2012

Campinas, 27 de agosto de 2012.

[ ™\

_/Profa. Dra. Ana_Maria A! Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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Apéndice 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Y HEMOCENTRO - UNICAMP N

UNICAMP HEMOCAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Pacientes)

Titulo da pesquisa: “Estudo do papel da hidroxiureia no estado de
hipercoagulabilidade da doenca falciforme”

Pesquisadora responsavel: Dra. Marina Pereira Colella
Orientadora: Dra. Fabiola Traina

Objetivo da pesquisa: Entender melhor a acdo da hidroxiuréia (hydrea) nos
pacientes com doenca falciforme. Sabemos que na doenca falciforme ocorrem
varias alteragdes no sistema de coagulagdo do sangue. Isso causa vdarias
conseqliéncias para o paciente, por exemplo, aumenta o risco de ter uma
trombose ou um AVC (derrame cerebral). Iremos estudar se a hidroxiuréia
consegue melhorar estas alteracdes da coagulacdo na doenca falciforme e
diminuir estes riscos.

Sendo um paciente portador de doenca falciforme, estamos pedindo a sua
colaboragdo para a realizagdo desta pesquisa. A sua participagdo ndo é
obrigatoéria e caso vocé ndo queira participar isso ndo mudard em nada o seu
atendimento no Hemocentro ou no Hospital de Clinicas da Unicamp.

Se vocé concordar em participar, leia com atencdo o texto abaixo e assine
as duas vias deste termo de consentimento. Uma cépia ficara com vocé.

Para participar da pesquisa sera necessaria a sua autorizacdo para que a
pesquisadora possa ver a sua pasta médica e sera necessario coletar 24 ml de
sangue (12 colheres de sopa). Essa coleta serd feita pela enfermagem do
Hemocentro, juntamente com a coleta dos exames de rotina e ndo sera
necessaria outra puncao (serdo coletados todos os tubos numa sé picada). Os
riscos desta coleta sdo os mesmos de qualquer coleta de sangue para exames: a
dor da picada da agulha e as vezes um hematoma (mancha roxa) no local da
picada.

As suas informagdes serdo mantidas em sigilo pela pesquisadora e o
sangue coletado sera descartado (jogado fora) apdés os exames. Os seus dados
serdo usados apenas para esta pesquisa e quando o trabalho for publicado o seu
nome e outras informacdes que possam te identificar ndo serdo revelados.

Vocé ndo terd nenhuma vantagem em participar desta pesquisa e ndo recebera
nenhum resultado de exame. Vocé estard nos ajudando a entender melhor a doenca
falciforme e a a¢@o da hidroxiuréia.
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Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Mesmo
apos ter coletado o sangue. Basta avisar os pesquisadores e os seus dados serdo
retirados do projeto.

Se vocé tiver alguma davida sobre a sua participacdo neste estudo vocé
podera ligar para a Dra Marina (3343-8382), pesquisadora responsavel pelo
estudo, ou para a Dra Fabiola (3521-8734), orientadora do estudo, ambas do
Hemocentro. Qualquer reclamacdo sobre a pesquisa pode ser feita ao Comité de
Etica em Pesquisa da UNICAMP (Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Caixa
Postal 6111 13083-887, Campinas - SP, fone 019 -3521 - 8936, fax 019- 3521-
7187, e-mail: cep@fcm.unicamp.br).

Consentimento de Participacao:

Eu li/ouvi o conteddo deste termo de consentimento e recebi as
orientagcdes necessarias e esclarecimentos das minhas duvidas. Entendi o
objetivo da pesquisa, os riscos que eu corro ao participar dela e o que terei que
fazer para participar e minhas informacdes serem utilizadas. Com todas estas
informacdes, aceito participar desta pesquisa.

Nome:

Idade:

HC:

Data Assinatura do paciente (ou responsavel)
Data Assinatura do pesquisador
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\. HEMOCENTRO - UNICAMP .\ n
UNICANMP

HEMOCAMP

2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Controles Sadios)

Titulo da pesquisa: “Estudo do papel da hidroxiureia no estado de
hipercoagulabilidade da doenca falciforme”

Pesquisadora responsavel: Dra. Marina Santana Pereira
Orientadora: Dra. Fabiola Traina

Objetivo da pesquisa: Entender melhor a acdo da hidroxiuréia nos pacientes
com doenca falciforme. Sabemos que na doenca falciforme ocorrem varias
alteragdes no sistema de coagulagao do sangue. Isso causa varias conseqiiéncias
para o paciente, por exemplo, aumenta o risco de ter uma trombose ou um AVC
(derrame cerebral). Iremos estudar se a hidroxiuréia consegue melhorar estas
alteracdes da coagulacdo na doenca falciforme e diminuir estes riscos.

Mesmo vocé ndo tendo a doenga, estamos pedindo a sua colaboracdo para
a realizacdo desta pesquisa. Usaremos os seus resultados como grupo controle
sadio, para comparacdo com o grupo de pacientes. A sua participacdo nao é
obrigatéria e caso vocé ndo queira participar isso ndo mudara em nada o seu
atendimento no Hemocentro ou no Hospital de Clinicas da Unicamp.

Se vocé concordar em participar, leia com atencdo o texto abaixo e assine
as duas vias deste termo de consentimento. Uma cépia ficara com vocé.

Para participar da pesquisa serd necessaria a sua autorizagdo para coletar
24 ml de sangue (12 colheres de sopa). Essa coleta sera feita pela enfermagem do
Hemocentro, juntamente com a coleta dos exames de necessarios para a doagido
de sangue e ndo serd necessaria outra pungdo. Os riscos desta coleta sdo os
mesmos de qualquer coleta de sangue para exames: a dor da picada da agulha e
as vezes um hematoma (mancha roxa) no local da picada.

As suas informacdes serdo mantidas em sigilo pela pesquisadora e o
sangue coletado sera descartado (jogado fora) apds os exames. Os seus dados
serdo usados apenas para esta pesquisa e quando o trabalho for publicado o seu
nome e outras informacdes que possam te identificar ndo serdo revelados.

Vocé ndo terd nenhuma vantagem em participar desta pesquisa e ndo recebera
nenhum resultado de exame. Vocé estard nos ajudando a entender melhor a doenca
falciforme e a a¢@o da hidroxiuréia.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Mesmo
apos ter coletado o sangue. Basta avisar os pesquisadores e os seus dados serao
retirados do projeto.

Se vocé tiver alguma davida sobre a sua participacdo neste estudo vocé
podera ligar para a Dra Marina (3343-8382), pesquisadora responsavel pelo
estudo, ou para a Dra Fabiola (3521-8734), orientadora do estudo, ambas do
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Hemocentro. Qualquer reclamacio sobre a pesquisa pode ser feita ao Comité de
Etica em Pesquisa da UNICAMP (Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Caixa
Postal 6111 13083-887, Campinas - SP, fone 019 -3521 - 8936, fax 019- 3521-
7187, e-mail: cep@fcm.unicamp.br).

Consentimento de Participacao:

Eu li/ouvi o conteddo deste termo de consentimento e recebi as
orientacdes necessarias e esclarecimentos das minhas duvidas. Entendi o
objetivo da pesquisa, os riscos que eu corro ao participar dela e o que terei que
fazer para participar e minhas informacdes serem utilizadas. Com todas estas
informacdes, aceito participar desta pesquisa.

Nome:

Idade:

Data Assinatura do paciente (ou responsavel)
Data Assinatura do pesquisador
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Apéndice 2 — Artigo publicado

Disclosure of Conflict of Interests

The authors state that they have no conflict of interest.
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Hydroxyurea is associated with reductions in hypercoagulability

markers in sickle cell anemia
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Several lines of evidence indicate that sickle cell anemia (SCA)
is a state of increased hemostatic activation [1-4]. SCA patients
present an elevated rate of thrombotic complications, including
pulmonary embolism, stroke, and pregnancy-related venous
thromboembolism [5]. Hydroxyurea (hydroxycarbamide) is
currently one of the main pillars of SCA management,
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Fig. 1. Hydroxyurea therapy is associated with reduced levels of tissue factor (TF) expression, thrombin-antithrombin (TAT), prothrombin fragment
F, - 5, soluble thrombomodulin, and tumor necrosis factor-o (TNF-a). TF mRNA relative expression (A), plasma levels of TF (B), TAT (C),F, - » (D),
and soluble thrombomodulin (E), and serum levels of TNF-u (F), were all measured in controls and sickle cell anemia (SCA) patients not using
hydroxyurea (85) and using hydroxyurea (SS-HU). The number of patents studied is indicated in each panel. P-values resulting from the comparison of
two groups (indicated with bars) are shown: *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < (0.0001.

improving both clinical complications and mortality in SCA
[6], and has several well-defined beneficial effects that could
contribute to inhibition of the hypercoagulability state in SCA.
These include a reduction in phosphatidylserine exposure by
erythrocytes, a reduction in the adhesive properties of erythro-
cytes and leukocytes, endothelial activation, nitric oxide
depletion, platelet activation, and adhesive properties [7-9].
We hypothesized that hydroxyurea could modulate the
hypercoagulable state observed in this condition, and evaluated
its effects on the activation of coagulation in a cohort of SCA
patients by measurements of tissue factor (TF) expression and
final markers of thrombin generation. This was a cross-

sectional study that included steady-state SCA patients with no
history of painful crisis, hospitalizations or blood transfusions
in the preceding 3 months. We also selected 25 healthy age-
matched controls. The university’s ethics committee approved
the study, and all patients signed an informed consent form.
Patients were subdivided into two groups according to the
use (SS-HU group, # = 23) or not (88 group, n = 15) of
hydroxyurea. The median duration of hydroxyurea therapy
was 28 months (range: 3-196 months), and the median dose
was 20 mg kg™' d”! (range: 1134 mg kg™' d7'). Patients
using hydroxyurea clearly had a history of a more severe
clinical phenotype than those not using it, as indicated by a

© 2012 International Society on Thrombosis and Haemostasis
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higher frequency of clinical sickling complications recorded
before the initiation of therapy. Hydroxyurea resulted in
significant improvements in the laboratory and clinical param-
eters of the SCA phenotype in treated patients (see Table S1 for
detailed clinical information).

TF expression was analyzed by real-time quantitative PCR
on total leukocyte mRNA. ELISA kits were used to measure
plasma levels of TF, soluble thrombomodulin (American
Diagnostica, Stamford, CT, USA), thrombin-antithrombin
(TAT) complex, and prothrombin fragment Fy + 5 (Fy = 2)
(Siemens, Marburg, Germany), and serum levels of tumor
necrosis factor-o (TNF-o) (Invitrogen, Camarillo, CA, USA).
TF mRNA expression and TAT, F; + 1, soluble thrombo-
modulin and TNF-x levels were compared between patient
subgroups by use of the Mann-Whitney U-test. Fisher’s exact
test was used to compare categorical variables and to compare
plasma TF levels. Spearman’s rank correlation coefficient was
used to analyze bivariate associations between the various
markers. Statistical analyses were performed with prism 4
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Quantitative PCR analysis showed upregulation of TF
mRNA expression in SS patients in comparison with healthy
controls (5.0 [SS]vs. 1.16 [controls], P = 0.0004). Hydroxyurea
therapy was associated with an important reduction m this
expression (2.6 [SS-HU] vs. 5.0 [SS], P = 0.02) (Fig. 1A). The
decrease in TF expression in patients using hydroxyurea was
confirmed by measurements of detectable protein plasma levels.
TF could be detected in the plasma of 79% (11/14) of patients
not using hydroxyurea, as compared with only 28% (5/18) of the
patients using the agent (P = 0.01) (Fig. 1B). The functional
consequences of variations in TF expression were supported by
measurements of indirect markers of thrombin generation.
Levels of TAT and F, . ; were significantly higher in S8
patients than in controls (TAT, 11.5 pg L™ [SS] vs. 2.4 pg L™
[controls], P < 0.0001; F, + ,, 301.5 pmol L’ [SS] ws.
145 pmol o [controls], P < 0.0001). Treatment with
hydroxyurea was accompanied by a significant reduction in
TATlevels (11.5 pg L ! [SS]vs. 7.5 pg T [SS-HU], P = 0.03)
and a reduction in F, . , levels (301.5 pmol L' [SS] vs.
245 pmol L' [SS-HU], P = 0.09) (Fig. 1C-D).

The main finding of our study was that hydroxyurea therapy
in SCA patients was associated with significant downregulation
of TF expression and decreased levels of markers of thrombin
generation (TAT and Fy . 3). These results provide biological
evidence for the association between hydroxyurea therapy and
inhibition of coagulation activation in SCA. TF is the main
physiologic initiator of coagulation in vive, and a recent study
showed that, in SCA mice, activation of coagulation was
dependent on TF activity [10].

We also evaluated the effects of hydroxyurea on endo-
thelial activation (soluble thrombomodulin) and inflamma-
tion (TNF-u). Significant elevations of soluble
thrombomodulin  plasma levels (3.6 ngmL™" [SS] wvs.
26 ng mL™ [controls], P = 0.0007) and TNF-u serum

© 2012 International Society on Thrombosis and Haemostasis
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levels (2.7 pg mL™" [SS] ws. Opg mL! [controls],
P < 0.0001) were observed in SS patients in comparison
with controls. Hydroxyurea was associated with important
decreases in the levels of both markers (soluble thrombo-
modulin, 3.6ngmL' [SS] vs. 25ngmL' [SS-HUJ
P = 0.0007; TNF-0, 2.7 pg mL™" [SS] vs. 0.3 pg mL ™" [S5-
HU], P < 0.0001)(Fig. 1E-F).

Next, we analyzed the associations between hypercoagula-
bility markers (TF mRNA expression, and TAT and F; . ,
levels) and other relevant laboratory parameters. 7F mRNA
levels showed significant correlations with fetal hemoglobin
levels, hemoglobin/hematocrit, soluble thrombomodulin levels,
TNF-a levels, and absolute neutrophil counts (all P < 0.05).
TAT and F; . ; levels showed significant correlations with
fetal hemoglobin, hemoglobin and lactate dehydrogenase
(LDH) levels (all P <0.05) (Table S2). These results are in
agreement with results from a recent study in children with
sickle cell disease that also showed a significant association of
TF expression and activity with hemolytic markers (reticulo-
cyte counts and LDH levels), and it was suggested that this
could support a role for early use of agents, such as
hydroxyurea, to reduce the hemolytic activity in this disease
[11]. Overall, our findings demonstrate that downregulation of
hypercoagulability markers is associated with higher levels of
fetal hemoglobin, and decreases in the levels of markers of
hemolysis, endothelial activation, and inflammation, which are
pathways that are closely connected to each other and to the
activation of coagulation. Hydroxyurea is a drug that is
capable of modulating all of these pathways, and it is possible
that all of these mechanisms contribute to the potential
inhibitory effect of hydroxyurea on the activation of coagula-
tion.

In summary, we have demonstrated that hydroxyurea is
associated with a reduction in the levels of biomarkers of
hypercoagulability in SCA patients. Our findings suggest a new
clinical benefit for the use of hydroxyurea in SCA patients,
beyond its traditional use. Future longitudinal prospective
studies including a large number of patients and longer follow-
up are needed to verify whether this biological effect of
hydroxyurea may result in a decreased incidence of thrombotic
complications in SCA patients.
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Table S1. Clinical and laboratory characteristics of the sickle
cell anemia patients.

Table S2. Correlations of TF expression and levels of

coagulation markers with hemolysis, endothelial activation,
and inflammation markers.
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or functionality of any supporting materials supplied by the
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More on: optimal dose for stroke thrombolysis in Asians
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‘We read with interest the report by Chen et al.[1] regarding the
comparable efficacy of a low (0.7 mg kg™ body weight) and a
standard (0.9 mg kgf1 body weight) dose of intravenous (i.v.)
tissue plasminogen activator (tPA) in acute ischemic stroke.
Their results are highly relevant in the Asian context where
acute ischemic stroke accounts for about 3 million deaths
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annually [2], often occurring at relatively younger ages when
compared with the developed nations [3]. Furthermore, rapid
improvements in health-care facilities and public awareness are
continually increasing the rates of acute stroke thrombolysis.
Standard-dose tPA was chosen on the basis of a pilot dose-
escalation study. The first study tested doses of 0.35 (n = 6),
0.60 (n = 12),0.85(n = 30),095(n = 25)and 1.08 (n = 1)
mg kg~' within 90 min of symptom onset and demonstrated a
higher proportion of major neurological improvement at 24 h
in the 0.85 mg kg~ tier (55%) compared with the 0.6 mg kg
tier (33%), with no symptomatic intracerebral hemorrhage
(sICH) when a dose of less than 0.95 mg kg™ was used [4]. In
the second study, tPA was used in patients presenting within
90-180 min after symptom-onset in variable doses of 0.6
(n = 8),085(n = 6)and 0.95(n = 6) mg kg‘1 and observed

© 2012 International Society on Thrombosis and Haemostasis
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